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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en todo el mundo y
estan relacionadas directamente con hiperlipidemia. Se ha reportado que plantas con alto
contenido de flavonoides, pueden ser utilizadas para la prevencidon y tratamiento de
hiperlipidemia y aterosclerosis, por su actividad antioxidante. Estos compuestos bioactivos
presentes en las hojas de guandbana podrian tener un impacto importante en el tratamiento
de la hiperlipidemia. Asi, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto del
extracto etanolico de hojas de guandbana (Annona muricata L.) sobre el perfil lipidico en
Rattus norvergicus con hiperlipidemia inducida experimentalmente. Para ello, se
distribuyeron aleatoriamente 35 ratas en cinco tratamientos, con excepcion del control
negativo (T0), los cuatro tratamientos restantes fueron inducidos a hiperlipidemia con
glutamato monosddico (GMS) 8mg/ g de peso y recibieron los siguientes tratamientos, (T1)
control positivo; (T2) y (T3) dos dosis diferentes del extracto etandlico de hojas de
guanabana 250 mg/Kg/dia y 500 mg/Kg/dia respectivamente, y (T4) atorvastatina 1.1
mg/Kg/dia como control farmacoldgico. Durante el ensayo se registrd peso vivo inicial y
final, ganancia de peso y consumo de alimento. Luego de 30 dias, se procedi6 a medir el
perfil lipidico y los resultados obtenidos fueron sometidos a ANOVA bajo un DCA y la
prueba de comparacion de medias se calcul6 mediante Duncan, usando el software
estadistico SAS 9.0. Los resultados mostraron que los tratamientos influyeron (p<0.05) en
peso final, ganancia de peso y consumo de alimento. Ademas, el extracto etandlico de hojas
de guanabana disminuy¢ significativamente (p<0.05) los niveles de COL, TG, c-VLDL, c-
LDL vy el indice de riesgo coronario e incremento niveles de c-HDL, siendo la dosis de 500
mg/Kg que presenté mayor efecto en comparacion con el fArmaco comercial evaluado. En
conclusion, el extracto etanolico de hojas de guanabana presenta efecto hipolipemiante en

ratas con hiperlipidemia inducida experimentalmente.

Palabras clave: hiperlipidemia, extracto etandlico, guandbana, flavonoides, antioxidante,

perfil lipidico.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of death worldwide and are directly related to
hyperlipidemia. It has been reported that plants with a high content of flavonoids can be used
for the prevention and treatment of hyperlipidemia and atherosclerosis, due to their
antioxidant activity. These bioactive compounds into soursop leaves could have an important
impact in the treatment of hyperlipidemia. Thus, the objective of this research was to
determine if the ethanolic extract of soursop leaves (Annona muricata L.) has an effect on
the lipid profile in Rattus norvergicus with experimentally induced hyperlipidemia. For this,
35 rats were randomly distributed into five treatments. With the exception of the negative
control (T0), the other four treatments were induced to hyperlipidemia with 8mg/g of weight
monosodium glutamate (MSG) and received the following treatments, (T1) positive control;
(T2) and (T3) two different doses of the ethanolic extract of soursop leaves 250 mg/Kg/day
and 500 mg/Kg/day respectively and (T4) atorvastatin 1.1 mg/Kg/day as pharmacological
control. During the trial, initial and final live weight, weight gain and feed intake were
recorded. After 30 days, the lipid profile was measured and the results obtained were
subjected to ANOVA under a DCA and the comparison of means was calculated through
Duncan’s test, using the SAS 9.0 statistical software. The results showed that final live
weight, weight gain and feed intake were influenced by the dietary treatments. Also, the
ethanolic extract of soursop leaves significantly decreased (p<0.05) the levels of COL, TG,
c-VLDL, c-LDL, coronary risk index and increased the levels of c-HDL, being the dose of
500 mg/Kg the one that presented the greatest effect on comparison to the commercial drug
evaluated. In conclusion, the ethanolic extract of soursop leaves has a hypolipidemic effect

in rats with experimentally induced hyperlipidemia..

Keywords: hyperlipidemia, ethanolic extract, soursop, flavonoids, antioxidant, lipid profile.



I. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios la poblacién ha venido cambiando sus gustos y preferencias hacia
su alimentacion, lo cual ha llevado a incrementar el consumo energético, generando dietas
altamente caldricas compuestas por exceso de azucares, colesterol y grasas, ademas de llevar
una vida sedentaria, estos cambios en los estilos dietarios y de vida de la poblacion mundial
parecen ser responsables del incremento observado de enfermedades metabdlicas como son
las hiperlipidemias (Ritter 2001). Las hiperlipidemias son un conjunto de enfermedades
caracterizadas por la alteracion de los niveles de lipidos sanguineos, denotandose un exceso
del colesterol total (COL), triglicéridos (TG), colesterol asociado a lipoproteinas de baja
densidad (c-LDL) y asi mismo la disminucion del colesterol asociado a las lipoproteinas de

alta densidad (c-HDL).

Estas hiperlipidemias son un factor de riesgo para presentar aterosclerosis y son causantes
de enfermedades cardiovasculares. Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la
principal causa de muerte en el mundo (OMS 2017) y estan relacionadas directamente con
las hiperlipidemias. Las hiperlipidemias, por su elevada prevalencia, aumentan el riesgo de
morbilidad y muerte subita, y se convierten en un problema de salud en el mundo y en
nuestro pais por los graves dafios que provocan en los pacientes afectados. Esto ha conducido
al desarrollo de fdrmacos que disminuyan la concentracion plasmatica de lipidos, estos
hipolipemiantes comerciales utilizados para el tratamiento de esta patologia en cantidades
superiores a las permitidas o por tiempo prolongado podrian generar efectos secundarios en
el organismo o incluso resistencia al tratamiento farmacologico no logrando alcanzar valores

deseables.

Como consecuencia cada vez la poblacion peruana utiliza e incorpora alternativas naturales
que permitan prevenir o curar el desarrollo de estos trastornos metabdlicos, de modo que sea
posible revertir o reducir el progreso de ellos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
apoya el uso de las plantas medicinales en la cura de diversas enfermedades que afectan al

hombre. La Annona muricata L. (guandbana) podria ser una alternativa debido a que se



evidencié que plantas con alto contenido de flavonoides pueden ser utilizadas para la
prevencion y tratamiento de la hiperlipidemia, por su actividad antioxidante (Unnikrishnan
et al. 2014, Kobori 2014, Torres 2017), debido a que el flavonoide, quercetina, inhibe la
oxidacion de c-LDL, ademas disminuye la presion arterial, el COL e incrementa c-HDL. El
objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto del extracto etanolico de hojas de

guandbana sobre el perfil lipidico en ratas Albinas Wistar hiperlipidémicas.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. PERFIL LIPiDICO

Conjunto de marcadores bioquimicos que engloba al contenido de lipidos o lipoproteinas en
sangre, tales como COL, TG, c-HDL y c-LDL (Freire et al. 2013). Se usa para evaluar, junto
con otros signos y sintomas, el riesgo de una hiperlipidemia y sus complicaciones como un
infarto o una apoplejia provocada por obstruccion de los vasos sanguineos debido a ateromas
o placas de colesterol, es decir para valorar el riesgo cardiovascular de una persona e instituir

asi un régimen de prevencion y tratamiento.

El COL corresponde a la suma del colesterol presente en cada tipo de lipoproteina, donde el
c-HDL comprende entre el 20-30 por ciento del colesterol total sérico y cuyos niveles estan
inversamente correlacionados con el riesgo de ECV y cualquier reduccion en su nivel se
acompafia de un aumento en dicho riesgo; el c-LDL, por lo general, representa el 60-70 por
ciento del total del colesterol sérico, se ha reportado una relacién causal entre un c-LDL
aumentado y el desarrollo de la enfermedad cardiaca coronaria. La concentracion de c-LDL
ha sido establecida como un factor de riesgo independiente para el desarrollo de
aterosclerosis y, por ende, para la enfermedad cardiovascular. Los estudios epidemiologicos
incriminan a los altos valores de c-LDL como aterogénicos, a raiz de ello, el nivel de c-LDL

se convirtid en el blanco del tratamiento de las dislipidemias tradicionales (Carvajal 2019).

Los valores normales de perfil lipidico en humanos son COL <200mg/dl; TG <150mg/dl; c-
LDL < 100mg/dl y c-HDL > 40 mg/dl en varones o > 50 mg/dl en mujeres (MINSA 2017,
MINSAL 2018).

Mientras los valores medios generales normales de perfil lipidico en ratas albinas (Rattus
norvergicus) para todas las edades y sexo son COL 113.99 +2,18 mg/dl; TG 76,13 £2,38
mg/dl; c-LDL 49,64+1,82 mg/dl; c-VLDL 15,22+0,48 mg/dl y c-HDL 49,14+ 1,05 mg/dl
(Thedioha et al. 2013).



2.2. HIPERLIPIDEMIA

La hiperlipidemia, hiperlipemia o dislipidemia es aquella condicion en la que se elevan las
concentraciones plasmaticas de los lipidos (colesterol, triglicéridos o ambos), o se presentan
alteraciones en los componentes de las lipoproteinas circulantes, a un nivel que significa un
riesgo para la salud y que tiene como consecuencia una mayor predisposicion a padecer ECV
(Mezarina 2015, MINSAL 2018).

Ademas, es un término genérico para denominar cualquier situacion clinica en la cual existan
concentraciones anormales de: COL, c-HDL, c-LDL o TG (MINSA 2017).

Las hiperlipidemias son una serie de diversas condiciones patologicas cuyo unico elemento
comun es una alteracion del metabolismo de los lipidos, incluyendo la sobreproduccion o
deficiencia de lipoproteinas (LP) (Herndndez 2021).

Las hiperlipidemias (dislipidemias) aumentan el riesgo de aterosclerosis ya que favorecen el
deposito de lipidos en las paredes arteriales, con la aparicion de placas de ateromas, en los
parpados (xantelasma) y en la piel con la formacion de xantomas. El aumento excesivo de
TG incrementa las probabilidades de pancreatitis aguda. El colesterol suele acumularse a lo
largo de las paredes arteriales causando enfermedades como la aterosclerosis, suele
transcurrir sin sintomas durante afios hasta que ocurre la trombosis, causa fundamental de
las enfermedades coronarias, infarto agudo al miocardio (IAM) y muerte subita (Rojas y

Calder6n 2014).

2.2.1. Epidemiologia

La dislipidemia ha sido claramente identificada como un importante factor de riesgo para las
enfermedades cardiovasculares, que son la primera causa de muerte en los paises
desarrollados y en vias de desarrollo tal como lo reporta el Colegio Americano de
Cardiologia/ Asociacion Americana del corazon (ACC/AHA 2020). La Organizacion
Mundial de la Salud informé que la dislipidemia esta significativamente asociada con mas

de la mitad de los casos globales de cardiopatia isquémica.

A nivel global, OMS (2017) report6 que la prevalencia de hipercolesterolemia fue de 39 por
ciento en personas mayores de 25 afios. Por ejemplo, Europa presenté un 54 por ciento de
hipercolesterolemia en ambos sexos, mientras que las regiones del sureste de Asia y Africa

reportaron cifras de 29 por ciento y 22 por ciento, respectivamente. Asimismo, los resultados
4



de una encuesta aplicada en 8 paises mostraron que el 9 por ciento de individuos en Tailandia
y 53 por ciento en Estados Unidos fueron personas con diagndstico de hipercolesterolemia
(Roth et al. 2011). Ademas, en el caso de la poblacién adulta espafiola con
hipercolesterolemia so6lo el 23,7 por ciento estaria tratado y el 13,2 por ciento controlado;
mientras que en los estadounidenses solo el 48,1 por ciento recibid tratamiento y el 33,2 por
ciento tuvo su c-LDL controlado (Urtaran et al. 2017). Sin tratamiento, las dislipidemias son
un pilar para desarrollar enfermedades cronicas no transmisibles (Roth et al. 2011). En un
estudio realizado por Najafipour et al. (2016) encontraron que la prevalencia global de
dislipidemia no diagnosticada fue de 16,8 por ciento y de dislipidemia diagnosticada de 13,2
por ciento, lo que estuvo significativamente influenciado por la edad avanzada, la ansiedad,
la obesidad y los antecedentes familiares de dislipidemia. Por lo que la prevalencia de
dislipidemia no diagnosticada fue mayor que la dislipidemia diagnosticada. Estas
estadisticas muestran desafios en la educacion en salud, tamizaje y control del perfil lipidico

en la poblacion.

En el caso del Peru, la prevalencia de hipercolesterolemia se presenta casi en la quinta parte
(19,6 por ciento) de la poblacién peruana; mientras que altos niveles de triglicéridos y c-
LDL afectan aproximadamente al 15 por ciento y 13 por ciento respectivamente (PAHO
2012). La mayor prevalencia de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia se observo en la
costa y en la selva respectivamente (CENAN 2006). Los departamentos que presentaron
aumentos de la tasa de mortalidad para riesgo coronario mayor del 40 por ciento fueron
Tumbes, Amazonas, Cajamarca, Piura y Pasco, mientras que Lima presentd un 29.5 por
ciento (INS 2012), considerando la distribucion geogréfica, el alto riesgo cardiovascular se
incrementa mas en la costa, que en sierra o selva; y son las ciudades que han tenido mayor
desarrollo econdémico y urbanistico donde el riesgo cardiovascular se incrementa

marcadamente (Ruiz et al. 2012).

Asimismo, un estudio realizado por la Sociedad Peruana de Cardiologia (2013) revel6 que
desde el afio del 2006 al 2013, la hipercolesterolemia aumento tanto a nivel nacional de 10
a 13,8 por ciento, asi como a nivel de las regiones costa (12,6 a 17,6 por ciento), sierra (7,6
a 11 por ciento) y selva (9,4 a 10,9 por ciento), ademas siendo esta prevalencia mayor en
mujeres que en hombres (Segura ef al. 2013). Dicha situacion de mayor prevalencia en
mujeres podria ser explicada porque generalmente son personas adultas, donde la mitad de

las mujeres tienen 40 afos o mas y, probablemente, la mayoria se encuentre en la etapa de
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la menopausia, que se caracteriza la disminucion de los estrégenos, por otro lado, la obesidad
abdominal y sobrepeso es mayor en mujeres incrementando el riesgo de dislipidemias

(Goémez y Tarqui 2017).

El estudio realizado por Cérdenas et al. (2009), revel6 que la prevalencia de
hipertrigliceridemia de la poblacion estudiada sin considerar el género, aumento
considerablemente de valor a medida que incrementa la edad. Se observa que la prevalencia
de TG elevados es mayor en poblaciones no pobres, situacion que decrece a medida que el
nivel de pobreza aumenta, siendo estas prevalencias significativamente diferentes en los
niveles de pobreza. Asi mismo, los habitantes de Lima Metropolitana presentaron mayor

prevalencia de TG elevados.

Las cifras para el adulto mayor estan incrementando, asi lo demuestra un estudio realizado
por el INEI donde el 30,7 por ciento de adultos mayores, que reside en Lima Metropolitana,
padece de colesterol alto; mientras que la poblacion adulta mayor residente en la Sierra se
ve afectada en un 9,4 por ciento (INEI, 2013). Asi mismo, un estudio realizado en nifios
obesos evidencio6 que la hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia estuvo aumentada en un

32.6 por ciento y 55.6 por ciento respectivamente y el 26.1 tuvo dislipidemia mixta (De la

Cruz 2015).

En el estudio realizado por Paredes y Bernabé (2018) evidenciaron la asociacion entre ser
beneficiario (persona de escasos recursos y, por ende, en riesgo de salud) de un programa de
asistencia alimentaria y ciertos patrones de dislipidemias. Encontraron que los beneficiarios
del programa Comedor Popular estuvieron asociados a mas del doble de probabilidad de
presentar c-LDL elevado. De otro lado, los beneficiarios del Programa Vaso de Leche,
presentaron c-HDL bajo, pero redujeron la probabilidad de presentar hipertrigliceridemia.
Por otro lado, este estudio confirma que la dislipidemia mas frecuente en el contexto peruano
es c-HDL bajo, presente en mas del 50 por ciento de la poblacion peruana por encima de 20
afnos de edad. De acuerdo con este estudio, la asociacion encontrada podria ser debida a la
baja calidad de la dieta consumida por los beneficiarios, especialmente en el caso de
Comedores Populares (ej. bajo consumo de frutas, verduras y granos) comparada con los
que no son beneficiarios. El Vaso de Leche tiene una racion de alimentos ya definida basada
en los valores nutricionales minimos de macro y micronutrientes. El componente

mayoritario de la racion son insumos como harina de quinua, kiwicha, haba, maca, cebada,
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avena, arroz y soya, incluidos por ser alimentos de alto valor nutricional y con menor costo
(aproximadamente 207 Kcal con 12-15 por ciento de proteinas y 20-25 por ciento de grasas).
En ese sentido, el presente trabajo deja como precedente el posible impacto que puede tener
ser beneficiario de algunos de los programas de asistencia alimentaria sobre el perfil lipidico,

asociandolos a elevacion del c-LDL y disminucion del c-HDL.

Nery et al. (2013) concluyeron que las dislipidemias son un factor de riesgo que con el
tiempo puede llegar a desarrollar enfermedades cardiovasculares. Asi, el riesgo de un ataque
al corazon es tres veces superior en casos de hipercolesterolemia si se compara con un perfil

lipidico normal.

Por otra parte, la OMS ha pronosticado que para el 2030, las enfermedades cardiovasculares
seguirdn siendo las principales causas de muerte y afectaran a aproximadamente 23,6
millones de personas en todo el mundo (OMS 2017).

Por ende, el principal motivo para tratar la hiperlipidemia es disminuir el riesgo de la
patologia cardiovascular, es fundamental tratar a los pacientes que tienen elevacion de

lipidos sanguineos.

2.2.2. Tratamiento de hiperlipidemias

Estd demostrado como la reduccion de las hiperlipidemias disminuye la incidencia y la
mortalidad por cardiopatia isquémica y enfermedades cardiovasculares (ECV) en general,
tanto en prevencion primaria como secundaria (Urtaran ef al. 2017). La OMS afirma que
una reduccion del 10 por ciento en el colesterol sérico en hombres de 40 afios daria como
resultado una reduccion del 50 por ciento de las ECV en 5 afios. La misma reduccion del
colesterol sérico para hombres de 70 afios puede resultar en una reduccioén promedio del 20
por ciento de padecer una ECV en los proximos 5 afios. Por ejemplo, en Irlanda, una
reduccion del 30 por ciento en la tasa de mortalidad por ECV ha sido atribuida a una
reduccion del 4,6 por ciento de la media poblacional de colesterol total. Asimismo, en
Finlandia, la mitad de la disminucion de la mortalidad por cardiopatia isquémica se ha
imputado a la reduccién del nivel de colesterol en la poblacion. En este sentido la OMS
(2017) identifica el control de los niveles de colesterol, como parte del enfoque del riesgo
cardiovascular total para la prevencion de ECV, como una de las prioridades de salud

publica.



Dietético

La orientacion dietética para lograr la salud cardiovascular debe seguir centrandose en
adoptar un patron dietético saludable, tal como lo recomiendan las directrices dietéticas para
los americanos (DGA 2015) del 2015 al 2020 y las pautas actuales de ACC/AHA. Para lograr
patrones dietéticos saludables, se recomienda a los consumidores seguir un patron dietético
caracterizado por frutas, verduras, cereales integrales, productos lacteos bajos en grasa o sin
grasa, fuentes de proteinas magras, frutos secos, semillas y aceites vegetales dentro de un
requerimiento calorico apropiado. Estos patrones tienen una relacion relativamente alta de
acidos grasos poliinsaturados a acidos grasos saturados y son bajos en colesterol, lo que se
logra minimizando la ingesta de las principales fuentes de grasas saturadas e incluyendo
aceites vegetales. La eleccion de fuentes de proteinas de origen vegetal limitara la ingesta de
colesterol. Dado el contenido relativamente alto de colesterol en las yemas de huevo, sigue
siendo recomendable limitar la ingesta a los niveles actuales. Las personas sanas pueden
incluir hasta un huevo entero o su equivalente al dia. Una porcioén de camarones de 3 onzas
equivale aproximadamente a un huevo entero. Los camarones y otros mariscos se pueden
incorporar a un patron dietético saludable para el corazon cuando se combinan con otras
fuentes de proteinas magras o de origen vegetal. Existen advertencias para los siguientes
subgrupos:

- Los vegetarianos (ovo-lacto) que no consumen alimentos que contienen colesterol a base
de carne pueden incluir moderadamente mas lacteos y huevos en sus dietas.

- Los pacientes con dislipidemia, particularmente aquellos con diabetes mellitus o con riesgo
de insuficiencia cardiaca, deben tener precaucion al consumir alimentos ricos en colesterol.
- Para pacientes adultos mayores normocolesterolémicos, dados los beneficios nutricionales
y la conveniencia de los huevos, el consumo de hasta dos huevos por dia es aceptable dentro

del contexto de un patrén dietético saludable para el corazon (Carson et al. 2020).

Ademas, los adultos deben realizar actividad fisica aerdbica de moderada a intensa de 3 a 4

veces por semana durante al menos 40 minutos (Eckel et al. 2014).



Farmacologico

Ademas de un estilo de vida saludable para el corazoén (que debe fomentarse en todos los
pacientes a lo largo de su vida), las estatinas son la base del control de los lipidos.

El tratamiento de primera linea para la dislipidemia son las estatinas que inhiben la 3-
hidroxi-3metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoAR). Estos medicamentos reducen
el c-LDL, aumentan los niveles de c-HDL y disminuyen los niveles de TG. Los estudios han

mostrado que son el mejor tipo de medicina para reducir el c-LDL (ACC/AHA 2020).

La terapia con estatinas se divide en 3 categorias de intensidad:

De alta intensidad, con el objetivo de al menos una reduccion del 50 por ciento en c-LDL.
Ejemplos: Atorvastatina 40—80 mg al dia y Rosuvastatina 20-40 mg al dia.

Intensidad moderada, con el objetivo de una reduccion del 30 al 49 por ciento en c-LDL.
Ejemplos: Atorvastatina 10-20 mg; Fluvastatina 80 mg al dia; Lovastatina 40—80 mg;
Pitavastatina 1-4 mg al dia; Pravastatina 40-80 mg al dia; Rosuvastatina 5-10 mg;
Simvastatina 20-40 mg al dia.

De baja intensidad, con el objetivo de una reduccion de c-LDL de menos del 30 por ciento.
Ejemplos: Fluvastatina 20—40 mg al dia; Lovastatina 20 mg al dia; Pravastatina 10-20 mg al
dia; Simvastatina 10 mg al dia.

Si un paciente de 20 a 75 afios tiene niveles de c-LDL de 190 mg/dl o maés, la terapia con
estatinas de alta intensidad debe iniciarse de inmediato para reducir el c-LDL en al menos

un 50 por ciento.

Efectos adversos de las estatinas

Las nuevas directrices también abordan los temores de los pacientes y los médicos sobre los
efectos adversos de las estatinas. Recomiendan especificamente que la discusion de riesgo
médico-paciente también revise los posibles eventos adversos y como se pueden manejar.

Las guias recomiendan revisar el beneficio clinico neto de las estatinas y comparar el
potencial de reduccion del riesgo de enfermedad cardiovascular aterosclerética con el riesgo
de efectos secundarios asociados con las estatinas e interacciones farmacologicas. Los
efectos adversos observados incluyen mialgias, elevacion de la creatina quinasa y

transaminasas (Kohli et al. 2014). Los sintomas musculares son los efectos adversos mas



comunes relacionados con las estatinas. Ademads, las estatinas aumentan ligeramente el
riesgo de diabetes mellitus en pacientes con prediabetes (ADA 2009). Sin embargo, las guias
establecen claramente que no se debe suspender la terapia por este motivo, ya que las
ventajas de las estatinas son mucho mayores que el riesgo de diabetes mellitus (Crandall et

al. 2017).

2.3. GUANABANA

2.3.1. Generalidades

La guandbana (4dnnona muricata L.) es una especie fruticola perteneciente a la familia de las
Annonaceas. Crece optimamente entre los 0- 1,000 msnm. Es considerada la mas tropical de
las anonas, pues no resiste el frio. El arbol de esta especie se encuentra bastante distribuido
en la region tropical y subtropical de América Latina, en dreas tropicales del Caribe
(principalmente en Bermuda, Bahamas, Cuba, Republica Dominicana, Granada, Puerto
Rico), en el sureste de China, Vietnam, Australia, Nueva Zelanda, algunas islas del Pacifico
y Africa occidental, el arbol puede a llegar a medir de 5 a 10m. Es la anonacea cuyos
requerimientos de clima es el mas tropical, calido y himedo, caracteristico de altitudes
menores de 1.000 msnm (Flores 2016). Es asi que en Peru su cultivo se realiza en los
departamentos de Loreto, San Martin, Ucayali y parte de Cajamarca, y bajo riego en la costa,
en Trujillo, Lambayeque, La Libertad, Junin, Ica y Lima cuyos climas son tropicales; con
una exportacion que se ha incrementado en los tltimos afios (Vergara ef al. 2018, Leiva et

al. 2018).

De acuerdo a Jordan (2019) la clasificacion taxondmica de la planta es:
Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Magnoliales

Familia: Annonaceae

Género: Annona

Especie: Annona muricata L.

10



La literatura reporta que las frutas, entre ellas la guanabana, aportan nutrientes de vital
importancia para la salud humana. Todas las partes de la planta de guandbana han sido usadas
en la medicina natural, incluyendo cortezas, hojas, raices y frutos, la parte que contiene la
mayor concentracion de principios activos es la hoja (Coria-Téllez et al. 2018). Estudios
previos han demostrado que la guandbana contiene cierto tipo de compuestos bioactivos
conocidos como acetogeninas de anondceas, las cuales se han encontrado también en otras

plantas de esta familia, siendo la hoja su fuente principal (Correa ef al. 2012).

Agu y Okolie (2017) indican que las hojas de guanabana tienen una capacidad antioxidante
muy potente en comparacion con las otras partes de la planta. Esto puede estar asociado a
fitoquimicos como fenoles, flavonoides, alcaloides y lipidos esenciales, etc. En la evaluacion
fitoquimica del extracto etanolico de las hojas de guandbana se han encontrado muchos
componentes fitoquimicos. Ademas, el contenido de lipidos fue mayor en la hoja lo que

indica la presencia de una gran cantidad de aceites esenciales.

Dentro de las propiedades que se atribuyen a esta planta se encuentra que: actia como
antibacteriano, antimicrobiano, anticancerigeno, antiparasitario, antitumoral,
antiespasmaddico, antiinflamatorio, nematicida, estomdaquico, astringente, citotoxico,
febrifugo, hipotensor, insecticida, pesticida, sedativo, vasodilatador, para combatir el cancer,
antidiurético, inmunoestimulador, antidiabético, antihistaminico, vermifugo y anti-acné

(Gavamukulya ef al. 2014, Omoja et al. 2014, Cuello et al. 2017).

Guanabana es una de las plantas para terapias naturales contra el cancer mas exitosa que esta
ganando popularidad en tiempos recientes, debido a las acetogeninas que presentan toxicidad
selectiva para las células tumorales incluso en dosis traza. Se ha demostrado que los
productos quimicos y las acetogeninas en la guandbana muestran fuertes propiedades

anticancerosas, antitumorales y antivirales también (Chun et al. 2018).

En la tabla de composicion de alimentos (CENAN 2017) se reportan los siguientes valores
nutritivos para 100 g de la parte comestible de la “guandbana”: 44 calorias; 84 g agua; 0.9g
proteina; 0.2g grasa; 14.3g carbohidratos totales; 3.3g fibra dietaria; 38 mg Ca; 43mg P; 0.10
mg Zn; 0,70 mg Fe; 0.05mg tiamina; 0.06 mg riboflavina; 1,69 mg niacina; 19 mg vitamina

C.
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2.3.2. Compuestos bioactivos en las hojas de guanabana

Toda la planta es un reservorio de compuestos bioactivos, pero los o6rganos donde la
probabilidad de encontrar el contenido maximo de compuestos bioactivos son hojas y

semillas (Bhardwaj et al. 2020).

En el estudio realizado por Dilrukshi ef al. (2020) al analizar diferentes partes de 6 especies
de la familia Annona, las cuales fueron Annona cherimoya Mill. (Chirimoya), Annona
muricata L. (Guanabana), Annona reticulata L. (Chirimoya), Annona squamosa L.
(manzanas roja y verde de azlcar) y Annona glabra L. (manzana de estanque), sobre
compuestos bioactivos, se encontrd el contenido fenolico total, contenido de flavonoides
totales y capacidad antioxidante total fue significativamente mayor en hojas de guanabana.
Se reportaron comparativamente contenidos fendlicos totales mas altos en raices, hojas y
corteza, mientras que las semillas y la muestra de fruta de Annona mostraron el contenido
mas bajo. Hubo una mayor capacidad antioxidante y contenido total de flavonoides en
extractos de hojas de guanabana seguidos de manzana de azicar roja, manzana de estanque,
manzana de azucar verde, y con menor contenido, chirimoya; ademds Dilrukshi y
colaboradores indican que los antioxidantes presentes pueden ser probablemente debidos a
la gran cantidad de metabolitos secundarios presentes en frutos no maduros, mas que en

frutos maduros.

De acuerdo con el estudio de Omoja ef al. (2014) la guandbana presenta doscientos doce
compuestos bioactivos, siendo los compuestos predominantes las acetogeninas, seguidos de
alcaloides, fenoles y otros compuestos. Ademas, las hojas y semillas son las partes mas

estudiadas de la planta, probablemente debido a que son las mas utilizadas tradicionalmente.

Las acetogeninas (ACG) son productos naturales y se consideran los principales compuestos
bioactivos de la familia Annonaceae. Se han encontrado mas de 50 acetogeninas con
diferentes actividades biologicas presentes en frutos, corteza y hojas, de ellas se han

identificado 21 acetogeninas citotdxicas en las hojas (Leiva et al. 2018).

Annonacina fue la mas abundante acetogenina reportada, tanto en hojas y frutos de
guanabana, pero también se ha reportado en las semillas y raices. Algunos estudios han

demostrado que las acetogeninas son mas citotoxicas que los alcaloides y la rotenona, un
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compuesto citotoxico sintético. Estudios mostraron que las acetogeninas producen la
inhibicion de la fosforilacion oxidativa en la membrana mitocondrial. Otro mecanismo
celular interferido también por las acetogeninas es el sistema de la ubiquinona (Coria-Téllez

et al. 2018).

Los alcaloides son metabolitos secundarios de bajo peso que contienen nitrégeno,
clasificados de acuerdo con el anillo de carbono-nitroégeno como isoquinolina, piridina,
indol, piperidina y pirrol. Se encuentran en estado libre o como glicosidos o formando sales
con 4cidos organicos (Avalos y Pérez 2009). Sintetizados a partir de la lisina, tirosina y
triptofano, otros como la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina.
Aproximadamente el 46 por ciento del total de alcaloides se concentra en las hojas, y solo el
3,5 por ciento notificados en raices y semillas. Los alcaloides mas abundantes en la
guandbana son reticulina y coreximine, donde las hojas contienen la mayor concentracion
de alcaloides. Los alcaloides reportados en la guanibana son principalmente del tipo
isoquinolina, aporfina y protoberberina, los cuales son eficaces contra enfermedades
infecciosas y parasitarias causadas por protozoos, microbios y especies de hongos. Ademas
de las propiedades farmacologicas antes mencionadas, los estudios in vitro han demostrado
la afinidad de los alcaloides con los receptores S-HT1A (un tipo de receptores de serotonina),
lo que da como resultado la biosintesis de dopamina. Esta accidon confirma el efecto
antidepresivo y las actividades biologicas de tipo inmunoestimulante de los alcaloides

(Bhardwaj et al. 2020).

Los terpenos y fenilpropenos son dos componentes de una mezcla compleja de aceites
esenciales. El analisis de varias partes de las plantas de Annona, principalmente hojas, ha
demostrado la presencia de varios aceites, y los derivados de sesquiterpenos se encuentran
entre los principales aceites esenciales. Los aceites volatiles de varias especies de Annona
son eficaces contra fiebres intermitentes, ulceras y reumatismo. También presentan
actividades antileishmaniales, tripanocidas, antimicrobianas, antitumorales y antioxidantes

(Costa et al. 2013).

Treinta y siete compuestos fenolicos estan presentes en la guandbana. Los compuestos
fenodlicos importantes encontrados en hojas de guandbana incluyen quercetina y acido galico.
Los compuestos fendlicos son considerados como los principales fitoquimicos responsables

de la actividad antioxidante (Coria-T¢éllez ef al. 2018) y se encuentran frecuentemente como
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glicosidos. Son relativamente polares y pueden ser detectados por el intenso color verde,
purpura, azul o negro, que producen cuando se les agrega una solucidon acuosa o alcohdlica

al 1 por ciento de cloruro férrico (Foy et al. 2005).

Se ha reportado la presencia de flavonoides triglicosidos tales como quercetina 3-O-a-
rhammosyl-(1-6)-B-sophoroside, acido galico, epicatequina, canferol 3-O-rutinoside,
quercetina 3-O-glucosida y canferol, los cuales se encuentran presentes en las hojas de
guandbana. Estos polifenoles son importantes antioxidantes que protegen a c-LDL del dafio
oxidativo y su accion como antioxidante estd relacionada no solo con su estructura quimica
sino también con su localizacion en la particula. Pueden actuar como potentes inhibidores
de la oxidacion de las c-LDL por varios mecanismos. Como antioxidantes propiamente tales,
actuando como atrapadores de radicales libres. Por sus propiedades de solubilidad pueden
localizarse sobre la superficie de c-LDL, disminuyendo el consumo de los antioxidantes
propios de c-LDL como es la vitamina E y los carotenoides y en algunos casos regenerando
vitamina E oxidada en la particula de c-LDL por su capacidad de unir, activar o proteger
enzimas especificas en el organismo (Pérez 2003). Por ejemplo, los flavonoides preservan
la actividad de paraoxonasa, enzima asociada a la c-HDL, que puede hidrolizar y regenerar
lipidos oxidados en c-LDL. Los flavonoides actian frente a las enfermedades
cardiovasculares neutralizando los radicales libres y aumentando la resistencia del c-LDL a
oxidarse. Los flavonoides pueden unirse a diferentes polimeros bioldgicos, tales como
enzimas, ADN y transportadores de hormonas. Esto ayuda a eliminar los radicales libres y a
reducir la oxidacion de las grasas. Por ende, se reducen la probabilidad de acumular placas

de ateromas en las paredes arteriales (Zapata et al. 2013).

De manera general, los flavonoides actuan en el cuerpo humano sobre estas dreas: Sistema
circulatorio (disminuyen la presion sanguinea, son cardiotonicos, mejoran la circulacion en
general, evitan la formacion de trombos y ayudan a reparar los capilares rotos); depurativos
(estimulan las funciones del higado y el rifion; ayudan a depurar los metales pesados como
el plomo y el aluminio y algunas sustancias toxicas de la alimentacion industrial, aditivos,
etc.); antioxidantes (al reducir el efecto de los radicales libres, los flavonoides actiian contra
el cancer y protegen de los rayos UV); Colesterol (regulan el colesterol y la concentracion
de triglicéridos); otros (tienen propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antimicrobianas)

(Bhardwaj et al. 2020).
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Los flavonoides se encuentran presentes en todas las familias de plantas. Existen una serie
de factores que condicionan el contenido en quercetina en las mismas, entre ellos se
encuentran: la localizacion en el vegetal, generalmente las mayores concentraciones estan
en las partes externas; la época del afio en la que se desarrolla la planta, los vegetales que
crecen mayoritariamente en verano contienen mas cantidad de flavonoides, aunque esto no
sucede en todos los tipos vegetales; la cantidad de luz y el clima del lugar donde se cultiva
la planta, la produccion de flavonoides se encuentra estrechamente relacionada con la
respuesta a la exposicion a la luz, por lo que en los paises con mas horas de sol las plantas
tienen mayor contenido. También influye la temperatura, los climas célidos favorecen la
sintesis de quercetina; el grado de madurez del fruto, a mayor madurez mayor contenido; el
proceso de preparacion y procesado del alimento. Ademas, como la mayor concentracion de
quercetina se encuentra en la parte externa, ésta se elimina cuando se pela la fruta o verdura

(Vicente-Vicente et al. 2013).

Dado que las hojas de guanabana contienen 21 acetogeninas de las mas de 50 acetogeninas
reportadas en toda la planta (Leiva ef al. 2018), ademas de presentar el 46 por ciento de
alcaloides en hojas mientras que so6lo 3.5 por ciento en raices y semillas, en la hoja se
presenta la mayor concentracion de alcaloides (Bhardwaj et al. 2020). Los compuestos
fendlicos importantes encontrados en hojas de guanabana incluyen quercetina y acido gélico
responsables de la actividad antioxidante (Coria-Téllez et al. 2018), por todo ello se reconoce

que en la hoja presenta la mayor concentracion de compuestos bioactivos.

2.4. COMPUESTOS BIOACTIVOS SOBRE HIPERLIPIDEMIAS

Se ha reportado que el efecto hipolipemiante de los flavonoides se debe a sus propiedades
anti-radicales libres, quelacion de iones metalicos transitorios, inhibicion de oxidasas,
estimulacion de enzimas, prevencion de la agregacion plaquetaria y de proteccion de las

lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (Unnikrishnan et al. 2014).

Los flavonoides tienen efecto hipolipemiante al inhibir a la HMG-CoAR, también aumentan
la excrecion fecal de acidos biliares, en relacion con el aumento de la actividad de la Lecitin
Colesterol Acil Transferasa (LCAT), implicada con el transporte de colesterol desde los
tejidos extrahepdaticos hasta el higado para su degradacion (Torres 2017). Previenen la

peroxidacion lipidica, inhibir la NADPH del sistema citocromo P-450 en microsomas
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hepaticos. Este efecto pudiera impedir el metabolismo de una gran diversidad de

xenobioticos que emplean esta via para generar radicales libres (Kobori 2014).

El efecto hipolipemiante atribuido a la presencia de flavonoides, podria deberse a diversos
mecanismos: eliminacion de radicales libres, reposicion del suministro limitado de
antioxidantes tales como el alfa tocoferol y quelacion divalente de metales de transicion
prooxidantes tales como el hierro y cobre, por lo tanto, previniendo la formacion de radicales
libres. Asimismo, la presencia de quercetina y glicosidos de quercetina han mostrado que
protegen contra la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (Unnikrishnan ez al. 2014)
Otros estudios realizados con el flavonoide naringina han demostrado que normaliza los
lipidos en diabetes e hipercolesterolemia a través de los receptores activados por
proliferadores de peroxisoma (PPARs) tales como: PPAR a, PPAR vy y el receptor hepatico
X alfa (Goldwasser et al. 2010).

2.4.1. Quercetina

El flavonoide quercitina, es el principal flavonoide que inhibe la oxidacion y la citotoxicidad
de c-LDL (Unnikrishnan ef al. 2014). La quercetina, tiene la capacidad de reducir el riesgo

cardiovascular, disminuye COL, la presion arterial, e incrementa el c-HDL (Arias 2015).

El estrés oxidativo puede inducir a la acumulacién de grasa originando resistencia de
insulina. Mientras que la quercetina actiia mejorando el estrés oxidativo y la expresion de
PPARa en el higado ademas se provocd una menor expresion del gen de proteinas de union
a elementos reguladores de esteroles-1c (SREBP-1c), originando una disminucién de la
sintesis de grasa en el higado y causando una disminucion en la concentracion plasmatica de
triglicéridos (Kobori 2014). La menor expresion de gen SREBP-1c¢, causa una disminucion
en la actividad de las enzimas, HMG CoAR vy acetil-Coenzima A acetiltransferasa (ACAT),
enzimas que regulan la sintesis de colesterol y catalizan su esterificacion. Al haber una
menor expresion de este gen, a nivel de intestino, va a producirse disminucion en la
absorcion de colesterol de la dieta, disminucion en la produccion de c-VLDL en higado y
aumento de la excrecion biliar de colesterol; y a nivel de células de la pared arterial
disminucion en la acumulacion de esteres de colesterol. La quercetina también provocd una
mayor expresion del gen ABCA 1 que codifica para una proteina transportadora

principalmente de colesterol y fosfolipidos a través de membranas (Ha et al. 2015).
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Se ha observado en diversos estudios en animales con obesidad y sindrome metabdlico por
una dieta con alto contenido calorico, y que después recibieron quercetina presentaron una
disminucion del peso corporal, disminucion de la acumulacion de grasa a nivel hepatico e
intestinal, asi como también mejor6d la hiperglicemia, hiperinsulinemia y dislipidemia

(Meydani y Hasan 2010, Henagan et al. 2015).

Se ha demostrado que el flavonoide vegetal, quercetina, inhibe la secrecion de la proproteina
convertasa subtilisina / kexina tipo 9 (PCSK?9), estimula la expresion de receptores de c-
LDL (LDLR) y mejora la captacion de c-LDL. La quercetina, también conocida como
isoquercetina o isoquercitrina, es el flavonol mas abundante en el reino vegetal. Talirevic y
Jelena (2012) indican que la quercetina regula la expresion de PCSK9, una endoproteinasa
que, una vez secretada, se convierte en una proteina escolta para LDLR, dirigiéndolo desde
la membrana plasmatica hacia los lisosomas para su degradacion. LDLR media la captacion
de c-LDL circulante en las células; al degradar el receptor, PCSK9 se opone a esta captacion.
El higado es el principal 6rgano de produccion de LDLR y PCSK9; por tanto, juega un papel
central en la regulacion del colesterol plasmatico. Los estudios en ratones han demostrado
que cuanto mayor es la actividad de PCSK9 secretada por el higado, menor es la captacion
hepatica de c-LDL, mayor es su nivel circulante y viceversa. El c-LDL circulante alto es
aterogénico; y el c-LDL circulante bajo es ateroprotector. La administracion de quercetina
puede atenuar la dislipidemia. Quercetina inhibe PCSK9, mientras que mayor secrecion y
expresion de LDLR es estimulada en la superficie celular, lo que resulta en una mayor
captacion de c-LDL exdgeno. El nivel de c-LDL se redujo al 44 por ciento mediante la
suplementacion de quercetina en dosis bajas, pero se lograron mayores reducciones en dosis
altas superando el 55 por ciento. Quercetina no solo reduce el nivel d¢ ARNm de PCSKO9,
sino que también bloquea la secrecion de su proteina mientras se elevan los niveles de
ARNm y proteinas de LDLR. En general, estos resultados sugirieron que la suplementacion
de quercetina redujo la secrecion de PCSK9, permitiendo mas LDLR en la superficie de los

hepatocitos (Mbikay et al. 2018).

En la investigacion de Wang et al. (2020) al administrar quercetina, se produjo un aumento
de Apo A (ubicada en superficie de c-HDL) y disminucién Apo B (en superficie de c-LDL).
Lo que ocasion6 una reduccion de niveles de COL y c-LDL. Asimismo, Mezarina (2015)
manifestd la importancia de los polifenoles en el flujo de salida del colesterol de los

macrofagos peritoneales de ratones. Esto se produjo debido al rol del PPARY en la expresion
17



de LXR (Liver X Receptor) quienes protegen a las células de una sobrecarga de colesterol
mediante la activacion de su transporte reverso y estimulando su conversion en acidos
biliares en el higado. Este mecanismo es posible gracias a la activacion de la ACBAI1 y
ABCGI1 que son transportadores que intervienen en la formacion de la c-HDL. Este

mecanismo explicaria el ligero incremento de c-HDL que se presento en los grupos tratados.

2.5. PRUEBA DE TOXICIDAD Y SEGURIDAD EN HOJAS DE GUANABANA

Los resultados de toxicidad oral aguda del extracto etanolico de hojas de guandbana
mostraron que la dosis letal media (DL50) del extracto etandlico fue de 3750 mg.kg-1, la
cual fue clasificada como clase de baja toxicidad (Gbaguidi et al. 2017). Mientras que en el
estudio realizado por Souza et al. (2018) informaron que la DL50 del extracto de hoja de
guandbana es de 1091,7 mg/Kg y observaron un efecto supresor sobre el sistema nervioso
central debido a su interaccidn con los sistemas GABAérgico y monoaminérgico. Cahyawati
(2020) reporta que al administrar dicho extracto no causé efectos negativos en el higado,
rifiones, corazon y estdbmago. Asi mismo, los parametros hematoldgicos como son: alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato transaminasa (AST), fosfatasa alcalina (ALP), urea y
albimina no se vieron afectados, mientras que los niveles de creatinina aumentaron con una
dosis de 2500 mg/Kg/dia. Por otro lado, Cahyawati (2020) reportd efectos negativos en la
funcién uterina, al administrar una dosis de 1000 mg/Kg, donde se empezd a encontrar un

aumento del peso uterino.

2.6. GLUTAMATO MONOSODICO (GMS)

Es una sal del aminoacido no esencial glutamato, utilizado como aditivo alimentario debido
a sus propiedades como potenciador de sabor. Aunque algunos organismos reguladores de
la inocuidad en alimentos han considerado que el GMS no es completamente dafiino, varios
estudios en animales han puesto en duda la seguridad de su consumo ya que mas alla de sus
efectos potenciadores de sabor en los alimentos, el GMS ha sido asociado con varias formas
de toxicidad en varios 6rganos, relacionandolo principalmente con la obesidad, trastornos

metabdlicos, alteraciones en drganos reproductores, entre otros (Sierra 2020).
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2.6.1. Efecto de GMS en animales de experimentacion

En la investigacion de Sani et al (2015) indicaron que glutamato monosddico puede
infiltrarse y causar un efecto nocivo en el nticleo arqueado del cerebro, lo que interrumpe la
cascada de sefializacion hipotaldmica de la accion de la leptina, lo que puede provocar
hiperfagia. Asi mismo, el dafio en el ntcleo arqueado del hipotdlamo, ocasiona ademas
disfuncion neuroendocrina, el bloqueo de la accion de la leptina e insulina con aumento de
las resistencias de estas sefializaciones, y finalmente en una hiperinsulinemia provocada por
esta disminucion de la respuesta de leptina gracias al dafio que provoca el GMS en el ntcleo
arqueado. Kondro ef al. (2013) sefialaron que cuando existe este consumo de glutamato y
debido a que no es un aminoacido esencial es que se produce un aumento en los niveles
extracelulares, provocando la sobreexcitacion de los receptores de glutamato y aumento de
la expresion de receptores encargados del metabolismo de glucosa y lipidos debido al estado
inflamatorio que GMS induce. De la misma manera Hermanussen et a/l. (2006) indican que
es posible que altos contenidos del aminoéacido glutamato, en forma de GMS incluidos en la
dieta puedan alterar blancos hipotaldmicos para la sefializacion de la leptina, hormona
involucrada en el metabolismo de los lipidos. Asi mismo, Fuentealba y Rojas (2020)
mencionaron que GMS produce lesiones en el nucleo arqueado del hipotdlamo
disminuyendo la saciedad. Sierra (2020) También reportd que ratones que recibieron una
inyeccion de GMS a dosis de 2 mg /g, desarrollaron hiperglicemia, insulina plasmatica
elevada y colesterol y triglicéridos aumentados cuando se compararon con sus respectivos
controles, y a nivel histoldgico, el pancreas presentd un patron de hipertrofia celular en los

islotes, lesion compatible con diabetes mellitus.

2.6.2. Efectos de GMS sobre perfil lipidico en animales de experimentacion

Se ha observado niveles elevados de COL, TG, c-LDL y ¢-VLDL en comparacién con el
control, mientras que una disminucioén significativa en los niveles de c-HDL tras la ingestion
de GMS, reportandose hiperlipidemia tras la ingesta de 4 mg/g a mas de GMS (Singh ef al.
2011), ello debido al hecho de que la administracion de GMS produce elevacion en la
concentracion de glutamina en el torrente sanguineo. Dado que glutamato favorece la

lipogénesis al convertirse en glutamina, debido a que la glutamina inhibe la produccion de
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cuerpos cetonicos lo que a su vez inhibe la oxidacion de acidos grasos y por ello, se observo

aumento de los lipidos totales en suero.

El aumento del colesterol plasmatico total fue reportado por Cardenas (2019) tras la
administracion de GMS debido al incremento de la actividad de la HMG-CoAR
conjuntamente con una posible reduccion de LDLR. Mientras Ruiz (2017) reportd que el
aumento de COL se correlaciona positivamente con la PCSK9, dado que la actividad
aumentada de PCSK9 trae como consecuencia la disminuciéon en el nimero de LDLR,
ademads el aumento de los niveles extracelulares de colesterol, lo cual, a su vez, se acompana
de incremento en la expresion de HMG-CoAR por la menor disponibilidad intracelular, por
tanto, hay mayor sintesis. Estos dos mecanismos, captacion disminuida y produccion
aumentada, son los responsables de la hipercolesterolemia en los casos en los que hay menor

cantidad de LDLR.

Asi mismo, Sani et al. (2015) y Thomas et al. (2009) encontraron aumento en los niveles
de TG y c-VLDL por el hecho de que la ingesta dietética en exceso a las necesidades del
cuerpo producida por hiperfagia especialmente de carbohidratos, conduce a su conversion
hepatica en TG, que luego se envasa en c-VLDL para exportar a los distintos tejidos y por
lo tanto, aumenta el metabolismo de los lipidos hepaticos, lo que es indicativo del hecho de

que el metabolismo de los carbohidratos se desplaza hacia la lipogénesis.

Por otro lado, Sharma et al. (2014) explican que GMS tiene la capacidad de generar
saturacion en los sistemas de homeostasis de los radicales libres, este fendémeno explicaria
parcialmente los efectos metabolicos a largo plazo, incluyendo la obesidad y dislipidemia.
De la misma manera Singh ef al. (2011) indican que la administracion de GMS aument6 el
estrés oxidativo y, por lo tanto, podria inducir la oxidacion de c-LDL. Después de la
modificacion oxidativa, las particulas de c-LDL se incorporan rapidamente a los macrofagos.
La carga posterior con ésteres de colesterilo forma las denominadas células espumosas, las
cuales a su vez originan estrias grasas en las arterias, que podrian ser responsables del inicio

de la aterosclerosis.

De acuerdo a las investigaciones de Contini et al. (2017) y Mezarina (2015), indican que el
mecanismo por el cual GMS induciria a una elevacion del perfil lipidico puede estar

relacionado a que la administracion de GMS origina hiperleptinemia por dafio en el ntcleo
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arqueado del hipotdlamo y se reporta una relacion entre el incremento de leptina y los niveles
de COL y TG, tras un tratamiento con GMS, ademas indujo obesidad e hiperinsulinemia que

fue acompafiada con resistencia a la insulina y dislipidemia.

En el estudio de Xia ef al. (2021) y Shi ef al. (2021) indicaron que la elevacioén de c-LDL
puede deberse a un aumento de PCSKO9 lo cual ocasiona la disminucion de LDLR, incluido
el receptor de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDLR). PCSK9 es una proteasa que
promueve la degradacion del receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR). El ¢-LDL
plasmatico se elimina principalmente a través de la via LDLR, por ello, cuando los niveles
de PCSKO9 son altos, aumenta la degradacion del LDLR esto da como resultado niveles bajos
de LDLR en la superficie celular y mayores niveles de c-LDL circulante (Seidah et al. 2014).
Por otro lado, concentraciones elevadas de c-LDL se asocian a concentraciones elevadas de

Apo B y se asocian a un elevado riesgo de enfermedad cardiovascular (ECV) (Ruiz 2017).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE EJECUCION

La etapa experimental del presente trabajo se realizo en las instalaciones del bioterio de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas Bioquimicas y Biotecnologicas de la Universidad

Catolica de Santa Maria.

3.2. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 35 ratas albinas Wistar macho (Rattus norvergicus), las cuales fueron
adquiridas del Bioterio de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas Bioquimicas y
Biotecnoldgicas de la Universidad Catdlica de Santa Maria. Las ratas fueron distribuidas al
azar en cinco (5) tratamientos con siete (7) repeticiones por tratamiento.

Los animales fueron mantenidos en jaulas individuales con comedero y bebedero, asi como
una bandeja para recolectar sus excretas y desperdicios.

Se respetaron los procedimientos y protocolos de ética para el manejo de animales de
laboratorio establecidos segtin la Ley Peruana N° 30407-2016 de la Proteccion y bienestar a
los animales vertebrados domésticos o silvestres mantenidos en cautiverio.

Los primeros 7 dias todos los animales de experimentacion fueron expuestos a un tiempo de
acondicionamiento a una temperatura de 23-25°C, a 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad

continuamente. A cada rata se le proporcion6 alimento balanceado y agua ad libitum.

3.3. MATERIA PRIMA

- El polvo de hojas de guanabana se obtuvo de la Planta de San Juan de Lurigancho: Av. Los
Alamos N° 518, San Juan de Lurigancho, Lima- Peru.
- Dieta estandar comercial para ratas elaborada por la Planta piloto de alimentos balanceados

de la UNALM, cuya composicion se describe en el Anexo 1.



3.4. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Entre los materiales utilizados tenemos: bateria para animales de experimentacion con jaulas
individuales, comederos, bebedores, jeringas, agujas, canula de acero inoxidable, envases,
tubos colectores de suero; asimismo, se utilizé articulos de limpieza como jabodn liquido,
desinfectantes, papel toalla, etc. Ademads, implementos de seguridad utilizados por el
investigador como guardapolvo, guantes de nitrilo desechables, mascarilla y los formatos de
registro correspondientes para las mediciones de animales de experimentacion.

Los materiales de laboratorio necesarios para el experimento fueron: envase estéril de vidrio
ambar, tubos de ensayo, agitador de vidrio, vasos de precipitacion graduados, embudo
biichner de porcelana, matraz de Erlenmeyer, fiolas, probetas graduadas, gradillas de metal,

embudos, soporte universal, pipetas (1, 5y 10ml), etc.

Los equipos utilizados fueron: balanza analitica Acculab ALC-210 de 210 g precision
0.0001g, balanza analitica Boeco BAS31 de 220g precision de 0.0001g, balanza digital
Ohaus Scout Pro de 200 g precision 0.01g, rotavapor marca Buchi R-205, espectofotometro
Genesys 150 UV-Vis, refrigeradora LG, analizador de quimica clinica Mindray Bs-200E,

etc.

Los reactivos necesarios para realizar el ensayo fueron: etanol al 96 por ciento, agua
destilada, metanol, etanol, butanol, cloroformo, éter de petroleo, tricloruro de aluminio,
limadura de Magnesio, acido clorhidrico al 37 por ciento, cloruro férrico, reactivo de
gelatina, hidroxido de sodio al 5 por ciento, reactivo de Dragendorff, acido acético, anhidrido

acético, acido sulfurico, pentobarbital sodico.

3.5. INDUCCION A HIPERLIPIDEMIA

Se administraron 8 mg/g de GMS a través de una canula de acero inoxidable con el objetivo
de inducir a hiperlipidemia (Cardenas 2019). Todos los tratamientos recibieron GMS a

excepcion del grupo control negativo (TO).
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3.6. OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE GUANABANA

Se pesaron 500g y se llevaron a maceracion alcoholica en una solucién etanolica de 96 por
ciento, con lo cual se extrajeron los metabolitos, por siete dias con agitacion constante y
protegidos de la luz. Posteriormente se filtr6 y se llevo el extracto filtrado al rotavapor,
equipo que es utilizado para la evaporacion del solvente y se concentr6 a 30°C, hasta obtener
un residuo seco a peso constante (Palomino 2007).

Asimismo, se realizo la caracterizacion del extracto etandlico de hojas de guandbana a través
del ensayo de solubilidad, la presencia de compuestos bioactivos mediante el andlisis

fitoquimico y cuantificacioén de flavonoides totales (Anexo 2 y 3).

3.7. TRATAMIENTOS

Los animales de experimentacion fueron asignados al azar en cinco tratamientos,
considerando siete repeticiones por tratamiento. En esta fase los animales recibieron durante
30 dias uno de los siguientes tratamientos mediante una canula de acero inoxidable:

TO: agua como placebo (control negativo)

T1: GMS (control positivo)

T2: GMS + 250 mg/Kg/dia extracto etanodlico de hojas de guanabana

T3: GMS + 500 mg/Kg/dia extracto etanolico de hojas de guandbana

T4: GMS + 1.1 mg/Kg/dia de atorvastatina como control farmacolédgico.

Se determind la dosis de 1.1 mg/kg de atorvastatina como control farmacoldgico dado que
para una persona con peso promedio de 70 kg se recomienda el consumo de 80 mg por dia,
una tableta, entonces se deduce que, para un kilogramo la dosis sera de 1.1 mg/Kg/dia.

La dosis del extracto etanolico de hojas de guandbana (Annona muricata L) se determind
usando como referencia el estudio de Verma et a/ (2011) cuyo objetivo fue evaluar el efecto
hipolipidémico de las hojas de chirimoya (4nnona cherimola).

Finalizado el periodo del tratamiento experimental, todos los animales fueron sometidos a

ayuno por 12 horas para la obtencion de muestras de sangre previa anestesia.
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3.8. DETERMINACION DE PESO, GANANCIA DE PESO Y CONSUMO DE
ALIMENTO

Se evaluo el peso corporal de los animales una vez por semana durante todo el experimento
dado que la dosis administrada para los diferentes tratamientos fue en funcién de su peso
vivo, siendo el siguiente procedimiento, a cada animal se colocd en un frasco liviano
(previamente tarado en la balanza) con el objetivo de evaluar el peso en gramos (g) evitando
que el animal se mueva constantemente y asegurando que la balanza mantenga una posicion
fija. La ganancia de peso se obtuvo calculando la diferencia entre el peso al finalizar el

experimento y el peso inicial (Anexo 4).

El consumo de alimento, expresado en gramos, se calculdé de manera indirecta mediante la
diferencia entre el alimento suministrado diariamente y el residuo del mismo durante toda la

fase experimental; para ello se pesaron diariamente los residuos de cada comedero.

3.9. DETERMINACION DEL PERFIL LIPIDICO

Se midio al finalizar el estudio, los animales de experimentacion fueron anestesiados con
pentobarbital sddico a una dosis de 30 mg/Kg para poder hacer la extraccion de 3 mL de
sangre del seno retro-orbital en viales esterilizados y rotulados. Los parametros medidos
fueron: Colesterol total (COL), triglicéridos (TG), colesterol de lipoproteinas de alta
densidad (c-HDL) y colesterol de lipoproteinas de baja densidad (c-LDL) para ello se utilizd
el método enzimatico utilizando el analizador de quimica clinica Mindray Bs-200E (Ver

Anexo 5y 6).

La cuantificacion de c-VLDL se realizé mediante la siguiente férmula:

¢ —VLDL (mg/dl) = Triglicéridos totales
5
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3.10. ANALISIS ESTADISTICO

Se uso el Disefio Completo al Azar con 5 tratamientos y 7 repeticiones. Los datos obtenidos
fueron procesados mediante el anélisis de varianza aplicando el procedimiento ANOVA del
programa SAS 9.0. Para la comparacion de medias se utilizo la Prueba de Duncan, a un nivel
de significancia del 5 por ciento. Previamente se realiz6 la validacion de supuestos, es decir
la Prueba de Normalidad con el Método de Anderson Darling y la Prueba de Homogeneidad
de Varianzas con el Test de Bartlett (p>0.05).

El modelo aditivo lineal aplicado fue el siguiente:

Yij=p+ Ti + e

Donde:

Yi= Es la respuesta observada bajo el i-ésimo tratamiento

u = Efecto de la media general del tratamiento

Ti= Efecto del i-ésimo tratamiento (i= 1,2,3 ... k tratamiento)

ei= Efecto del error experimental en el i-ésimo tratamiento.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 PESO CORPORAL, GANANCIA DE PESO Y CONSUMO DE ALIMENTO

Los resultados obtenidos en cuanto a peso vivo al iniciar y finalizar el experimento se
muestran en la Tabla 1, cada valor corresponde al promedio de siete unidades
experimentales de cada tratamiento, en cuanto al peso vivo inicial no presentaron diferencias
significativas (P>0.05). Sin embargo, si hubo diferencias significativas en peso final,

ganancia de peso y consumo de alimento.

Tabla 1: Peso corporal, ganancia de peso y consumo de alimento de ratas inducidas a
hiperlipidemia y tratadas con extracto etanélico de hojas de guanabana en diferentes

dosis

Tratamiento (T)

Mediciones TO T1 T2 T3 T4

Peso vivo inicial, g 328.7° 331.6% 333.9¢ 329.7¢ 329.3¢
Peso vivo final, g 370.4° 383.92 371.9°  359.3¢ 372.1°
Ganancia de peso, g 41.7° 5232 38.0° 29.6°¢ 42.9°
Consumo de alimento,g 258 ° 28.51 25.4° 21.4°¢ 25.9°

@b ¢ Ietras distintas como superindices dentro de una fila indican diferencias significativas (p<0.05). *T0:
Control negativo, T1: Control positivo (GMS); T2: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana (250
mg/kg); T3: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana (500 mg/kg),; T4: GMS + Atorvastatina

4.1.1. Peso corporal (g) al inicio y al finalizar la administracion de tratamientos

Como se puede observar en la Figura 1, los pesos corporales al iniciar el tratamiento fueron
similares no habiendo diferencia estadisticamente significativa indicando que todos los

grupos empezaron con un peso similar, sefialando que la muestra utilizada era homogénea.



En cuanto a peso corporal al finalizar la investigacion, el T1 (control positivo) fue el que
presentd mayor peso corporal y fue estadisticamente significativo (p >0.05) en comparacion
a los demas tratamientos.

El consumo de GMS influyé en el peso de animales experimentales en el T1 (control
positivo) evidenciando un mayor peso (383.9 g). Dicho aumento de peso también se observo
en el estudio de Sani et al. (2015), al administrar GMS en dosis a partir de 4 a mas mg/g de
peso corporal. Asimismo, se ha reportado un aumento de peso corporal después de la ingesta
de GMS en animales en los estudios de Hermanussen et al. (2006) y Fuentealba y Rojas
(2020), quienes propusieron que dicho aumento de peso podria deberse a que el GMS
interrumpe la cascada de sefalizacion de la leptina, disminuyendo la saciedad, provocando
hiperfagia, aumento del apetito, provocando un elevado consumo de alimentos y desbalance
energético favoreciendo al sobrepeso u obesidad. Arteaga (2012) demostr6 que la ingesta de
GMS a una concentracion del 20 por ciento en ratas, increment6 el peso en un 20 por ciento,
mientras que en el estudio de Alarcon (2019), incrementd 11.92 por ciento en el peso
respecto al grupo control al administrar 0.8 por ciento de GMS; en el presente estudio hubo
aumento de 4 por ciento respecto al grupo control negativo, probablemente esta diferencia

se deba a la dosis brindada que ocasion6 notables diferencias porcentuales.
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Figura 1. Peso inicial y final de ratas inducidas a hiperlipidemia tratadas con extracto

etanolico de hojas de guanabana en diferentes dosis

@b.c: Barras con letra distinta indican diferencias significativas (p<0.05).
*T0: Control negativo, T1: Control positivo (GMS),; T2: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana
(250 mg/kg),; T3: GMS + extracto etandlico de hojas de guandabana (500 mg/kg); T4: GMS + Atorvastatina
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Por otro lado, el peso final en los animales experimentales tras la ingesta del extracto
etanolico de hojas de guandbana fue menor asociado a una menor ganancia de peso en su
dosis de 500 mg/Kg.

En diversos estudios se ha corroborado dicho resultado, como lo reportado por Meydani y
Hasan (2010), quienes observaron menores ganancias de peso en animales con obesidad,
disminuciéon de grasa a nivel hepatico e intestinal, mejora en la hiperglicemia e
hiperinsulinemia, al consumir flavonoides entre ellos la quercetina, se asocidé a un menor
aumento de peso. Asimismo, Henagan ef al. (2015) tras la ingesta de extracto de cebolla roja
(cuyo principal componente bioactivo es la quercetina) en animales experimentales dio como
resultado menores ganancia de peso, estos efectos persistieron a lo largo del estudio y
confirman que la quercetina es eficaz para atenuar el aumento de peso inducido e incluso
sefialan que puede ser el principal componente bioactivo para mejorar el peso corporal.
Ademas, indican que flavonoles como la quercetina podrian inhibir la lipasa pancreética
resultando en baja absorcion de grasa. También se podria atribuir disminucién en la ganancia
de peso gracias a las propiedades antiinflamatorias de los flavonoides contenidos en las hojas
de guanabana, y una mejor regulacion en la ingesta de alimentos, asi como lo indica Pajares
(2019) en su investigacion. Los flavonoides tienen actividad antioxidante pudiendo proteger
al organismo de los efectos que causa GMS, ayudando a neutralizar radicales libres,
manteniendo niveles adecuados de leptina, regulando el apetito, inhibiendo la adipogénesis,
favoreciendo la lipdlisis, pudiendo ayudar en el control de peso y prevencion de obesidad.
Si bien la dosis logr6é reduccion en el peso final, para corroborar este postulado seria
necesario realizar estudios complementarios con mayor tiempo de duracion. Por otro lado,
se podria atribuir menores ganancias de peso dado que hubo menor ingesta de alimento en
el grupo que recibid las mayores dosis del extracto etanolico de hojas de guanibana.
Mientras que la dosis de 250 mg/Kg de extracto etandlico de hojas de guandbana no fue
diferente al grupo que no recibid ninguna intervencion (control negativo), ello indica que

dosis bajas de extracto no ejercen efecto en disminucion de ganancia de peso.

4.1.2. Ganancia de peso tras la administracion del tratamiento

Con respecto a la ganancia de peso se obtuvo diferencia significativa, es asi que el T1
presentd mayor ganancia de peso, tal como, lo reporta Sani et al. (2015) y Kondro et al.
(2013). Mientras que, la menor ganancia de peso se dio en el tratamiento que recibid la

mayor dosis del extracto etandlico de hojas de guanabana y fue estadisticamente
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significativa. Estos datos obtenidos se respaldan por los estudios ya mencionados como son
Meydani y Hasan (2010) y Henagan ef al. (2015) donde se observaron menores ganancia de

peso.

4.1.3. Consumo de alimento

El grupo control positivo mostr6 mayor consumo alimentario con un promedio de 28.5
gramos, que es superior al grupo control negativo, esto equivale a un aumento del consumo
de alimento del 10 por ciento respecto al TO (control negativo). Arteaga (2012) demostrod
que la ingesta de GMS en ratas aumento la ingesta de alimento en un 38 por ciento. Mientras
que, en el estudio de Alarcon (2019) incrementd el consumo de alimento en promedio 5.1
por ciento en comparacion con el grupo control. Se indica que, la ingesta de alimentos que
contienen grandes cantidades de GMS despierta un enorme apetito incrementando la
voracidad en un 40 por ciento en ratas estudiadas. El aumento del apetito y el aumento del
consumo de alimento como resultado de la administraciéon de GMS podria explicarse debido
a que altos contenidos de glutamato incluidos en la dieta pueden causar dafio en el nicleo
arqueado del cerebro, lo que interrumpe la cascada de sefializacion hipotalamica de la accion
de la leptina, disminuyendo la saciedad y puede provocar hiperfagia tal como lo reportan

Fuentealba y Rojas (2020), Sani ef al. (2015) y Hermanussen et al. (2006).

Asimismo, se observd menor ingesta de alimentos con el extracto etandlico de hojas de
guanabana en la dosis de 500 mg/Kg siendo estadisticamente significativa. Se ha reportado
en el estudio de Arroyo ef al. (2009) tras la ingesta de extracto etandlico de hojas de
guanabana para determinar su efecto hipoglicemiante que la reduccion en el consumo de
alimento, es atribuible a los flavonoides que estarian favoreciendo la presencia del inhibidor
dipeptidil peptidasa IV. Como se sabe la dipeptidil peptidasa IV (DPP-IV) es una enzima
que degrada a la hormona incretina. El principal y predominante tipo de incretina es el GLP-
1, que estimula la secrecion de insulina, suprime la liberacion de glucagdn, enlentece el

vaciamiento géstrico, mejora la sensibilidad a la insulina, y reduce el consumo de alimentos.
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4.2. INDUCCION A HIPERLIPIDEMIA CON GMS

Se observo que el consumo de 8mg/g de GMS influy6 de forma significativa en la alteracion
del perfil lipidico en ratas albinas Wistar Rattus norvergicus (Tabla 2), es asi que los valores
de COL, TG, c-LDL, c-VLDL y c-HDL, se encuentran fuera de los valores limite para ratas
albinas segun lo reportado por Thedioha et al. (2013). Al finalizar el estudio, se observo el
incremento de COL, TG, c-LDL y c-VLDL en el T1 (control positivo), lo cual estaria
incrementando el riesgo cardiovascular. El resultado de esta induccidn, coincide con lo
reportado por otros investigadores en estudios realizados tanto a nivel nacional como
internacional, confirmando la efectividad del modelo hiperlipemiante (Céardenas 2019,

Contini et al. 2017).

Tabla 2: Perfil lipidico tras la administracion de tratamientos en ratas inducidas a

hiperlipidemia

Tratamiento (T)

Mediciones TO T1 T2 T3 T4
COL, mg/dl 92.0° 1173% 929°% 853°¢ 931°
TG, mg/dl 76.7° 989% 80.0° 626° 83.1°

c-LDL, mg/dl 27.6¢ 573%  277°¢ 1619  346°
c-HDL, mg/dl 49.1°  40.1° 49.0° 56.6* 42.0°
¢-VLDL, mg/dl 153% 199 16.1° 12,6 16.6°

@ bed [ etras distintas como superindices dentro de una fila indican diferencias significativas (p<0.05). *T0:
Control negativo,; T1: Control positivo (GMS); T2: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana (250
mg/kg); T3: GMS + extracto etandlico de hojas de guandbana (500 mg/kg); T4: GMS + Atorvastatina

4.3. EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE GUANABANA
SOBRE EL PERFIL LIPIDICO

La Tabla 2 muestra los niveles de COL, TG, c-LDL, c-VLDL y ¢-HDL reportados en los

animales de experimentacion luego de la administracion de los tratamientos.
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4.3.1. Efecto del extracto etandlico de hojas de guanabana y farmaco hipolipemiante

sobre los lipidos séricos

En la Figura 2 se evidencia que los tratamientos TO, T2, T4 presentan menores niveles de
concentracion de COL, no habiendo diferencia significativa entre ellas, pero fueron
significativos en comparacion al grupo T3 (p<0.05). Dado ello, el consumo de extracto de
hojas de guanabana influyd de forma significativa en la reduccion de COL sérico. Se pudo
apreciar una disminuciéon de 21 y 27 por ciento de dicho parametro respecto al control
positivo, luego del consumo de 250 y 500 mg/Kg EE hojas de guanabana, respectivamente.
De todos los tratamientos, fue la dosis de 500 mg/Kg la que presentd un menor valor de
COL, llegando a 85.3 mg/dl, mientras que con el tratamiento donde se incluy¢ el farmaco
atorvastatina se obtuvo 93.1 mg/dl, estos se encuentran dentro de los valores normales para
ratas, el cual es de 80.33-109.72 mg/dl, de acuerdo a lo reportado por Thedioha ef al. (2013),

es asi que se observd mayor efecto con el extracto etandlico de hojas de guanabana.
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Figura 2. Niveles de lipidos séricos tras la administracion de tratamientos en ratas

con hiperlipidemia inducida

@b.c: Barras con letra distinta indican diferencias significativas (p<0.05).
*T0: Control negativo, T1: Control positivo (GMS); T2: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana
(250 mg/kg); T3: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana (500 mg/kg); T4: GMS + Atorvastatina

Una hipdtesis del mecanismo de la disminucion de la hipercolesterolemia por el extracto
etandlico de hojas de guanabana, es debido a que los flavonoides son capaces de reducir la

sintesis de colesterol hepatico al inhibir la enzima HMG-CoAR en higado (Pifia 2016),
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dando como resultado una menor concentracion en el colesterol hepatico contribuyendo
simultidneamente con un incremento en la excrecion de colesterol fecal, relacionado al
aumento de la actividad de la LCAT, implicada con el transporte de colesterol desde los
tejidos extra hepaticos hasta el higado para su degradacion (Torres 2017). De la misma
manera Ha et al. (2015) reportaron que la disminucion de COL se debe a que en el intestino

disminuye absorcion COL y aumenta su excrecion biliar.

Por otro lado, otro posible mecanismo que produce la reduccion de colesterol es explicado
por Ruiz (2017), quien demostrdé que la inactivacion de PCSK9 reduce los niveles de
colesterol en plasma principalmente al aumentar la expresion de la proteina LDLR en el
higado y acelerar la eliminacion del colesterol circulante. PCSK9 una proteina cuya funcion
es inactivar los receptores para c-LDL en los hepatocitos. Al inhibir esa proteina se protegen
los receptores, que pueden entonces no s6lo cumplir su funcioén de captura de c-LDL, sino

recircular varios cientos de veces.

El tratamiento convencional para pacientes con dislipidemias es el uso de estatinas. En el
presente estudio la reduccion de los niveles de COL por el farmaco hipolipemiante,
atorvastatina, se debe a que inhibe la HMG-CoAR, bloqueando la conversion de ésta en
mevalonato, un paso decisivo temprano en la biosintesis del colesterol hepatico, reduciendo
las concentraciones plasmaticas de COL y de las lipoproteinas. Al reducir la produccion de
colesterol intracelular en el higado, aumentan la actividad del receptor LDL hepatico y
facilitan la depuracion de c-LDL de la circulacion (ACC/AHA 2020). Atorvastatina ha
demostrado reducir las concentraciones de COL de 20 a 46 por ciento (AEMPS 2020), es
asi que en el presente estudio se logré reducir el COL en un porcentaje de 21 por ciento,

similar a lo reportado.

Para la variable TG hubo diferencia significativa entre los tratamientos (p<0.05) donde el
valor mas bajo se obtuvo en el tratamiento con T3 (500mg/kg del extracto etandlico de hojas
de guanabana) cuyos valores alcanzaron 62.6 mg/dl, los que se encuentran dentro de los
valores optimos que son de 60.43- 92.67 mg/dl (Ihedioha et al. 2013). En cuanto al TO, T2
y T4 no presentaron diferencias significativas entre ellos. Se puede manifestar que
probablemente los componentes de las hojas de guandbana regulan la lipoproteina lipasa o
apoproteina CII para disminuir los niveles de triglicéridos (Pajares 2019). De acuerdo al

estudio de Ha et al. (2015) la menor expresion del gen SREBP-1c, origind disminucion en
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la sintesis de grasa en el higado y disminucién en la concentracion plasmatica de

triglicéridos.

En el estudio de Jeong ef al. (2012) el flavonoide quercetina, tuvo un efecto beneficioso
sobre el perfil de lipidos plasmaticos en ratones, mejor6 la hipertrigliceridemia a través de
la expresion del receptor activado por el proliferador de peroxisoma o (PPAR-a) y
disminuyo la expresion de SREBP-1c en el higado, lo que resultd en una disminucion de la
sintesis de triglicéridos. La quercetina actiia mejorando el estrés oxidativo y la expresion de
PPARa en el higado asimismo reduce la sintesis de triglicéridos y la actividad acetil-CoA
carboxilasa (ACC) en hepatocitos, estos son los posibles mecanismos que contribuyen al

efecto hipotrigliceridémico de la quercetina.

En el caso del farmaco hipolipemiante, atorvastatina, también se observo efecto en TG
logrando una reduccion de ellos (ACC/AHA 2020). La Agencia Espafiola de Medicamentos
y Productos Sanitarios (AEMPS 2020) indica que se observo reduccion de triglicéridos entre
un 14 a 33 por ciento mientras que Lopez et al. indicaron una reduccion del 7 al 30 por

ciento. En el presente estudio se logr6 una reduccion de 16 por ciento, similar a lo reportado.

4.3.2. Efecto del extracto etanolico de hojas de guanabana y farmaco hipolipemiante

sobre las lipoproteinas séricas

La lipoproteina de baja densidad (c-LDL) esta directamente implicada en la iniciacion y
progresion de la enfermedad cardiovascular, por otra parte, la reduccion del c-LDL reduce
el riesgo de enfermedad cardiovascular. En el presente estudio, el consumo 500 mg /kg de
extracto etanolico de hojas de guandbana disminuy¢6 de forma significativa los niveles de c-
LDL, respecto al control positivo (T1). En lo que respecta a TO y T2 disminuyeron

significativamente en comparacion con T4 (p<0.05) (Figura 3).
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Figura 3. Niveles de lipoproteinas séricas tras la administracion de tratamientos en

ratas con hiperlipidemia inducida

@b.c: Barras con letra distinta indican diferencias significativas (p<0.05).
*T0: Control negativo, T1: Control positivo (GMS); T2: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana
(250 mg/kg); T3: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana (500 mg/kg); T4: GMS + Atorvastatina

La reduccién de c-LDL por la administracion del extracto etandlico de hojas de guandbana
disminuyo posiblemente por un incremento en la cantidad de receptores de LDL hepaticos
que ayuden a captar mas c-LDL circulante en sangre, por una disminucion del retorno de
colesterol al higado, ocasionado por la union de la sustancia a los 4cidos biliares o a través
de una inhibicion de la sintesis intracelular de colesterol. Se ha reportado en numerosos
estudios que los compuestos polifendlicos, flavonoides, poseen efecto hipolipidémico, que
incluyen dentro de sus efectos fisiologicos, una accion antioxidante y preventiva de las

enfermedades cardiacas coronarias (Arbayza 2007).

Se puede atribuir la reduccion de los niveles de c-LDL a la actividad antioxidante de los
polifenoles presentes en las hojas de guanabana que protegen a las c-LDL del dafio oxidativo,
es decir, inhibe la oxidacion y la citotoxicidad de las c-LDL, actuando como atrapadores de
radicales libres (Unnikrishnan et al. 2014). Por sus propiedades de solubilidad pueden
localizarse sobre la superficie de c-LDL, disminuyendo el consumo de los antioxidantes
propios de las c-LDL. Los flavonoides pueden unirse a diferentes polimeros bioldgicos, tales
como enzimas, ADN y transportadores de hormonas. Esto ayuda a eliminar los radicales
libres y a reducir la oxidacion de las grasas. Por ende, se reduce la probabilidad de acumular

placas de ateromas en las paredes arteriales. Por otro lado, la quercetina es un flavonoide
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antioxidante bien documentado es asi que en el estudio de Wei et al. (2018) encontraron que
la quercetina reduce la expresion hepatica de PCSK9, aumenta la expresion de LDLR y
estimula la captacioén de c-LDL en los hepatocitos humanos (Adorni et al. 2017). Por tanto,

la reduccién de la expresion hepatica de PCSK9 origina menores niveles de c-LDL.

En el tratamiento T3, grupo que recibid6 500mg/kg del extracto etandlico de hojas de
guandbana, se logré una reduccion del 72 por ciento de c-LDL, lo cual podria ser beneficioso
en pacientes con dislipidemia severa, hipercolesterolemia familiar o hipercolesterolémicos
que no pueden tolerar las estatinas e inclusive para aquellos pacientes que a pesar de recibir
tratamiento maximo con estatinas no logran alcanzar valores objetivo de c-LDL. Ello debido
que las estatinas logran reducciones de hasta 50 por ciento a pesar de duplicar la dosis. De
esta manera el poder alcanzar la meta del c-LDL en estos pacientes se reduce el riesgo
cardiovascular y se logra el objetivo final del tratamiento de la dislipidemia, que es aumentar
el tiempo de calidad de vida del paciente al reducir las complicaciones de la aterosclerosis
(Diaz y De Leon 2013). Esta mayor reduccion de los niveles de c-LDL por la ingesta del
extracto etanolico de hojas de guanabana podria justificarse debido a que gracias al
contenido de flavonoides, entre ellos el flavonol, quercetina, es que permite niveles bajos de
PCSKO9, donde el complejo [LDLR= c-LDL] ingresa a las células a través de vesiculas, y
cuando se internalizan, el pH &cido de endosomas causa la disociacion de estas, mientras
que el c-LDL se dirige a los lisosomas para su degradacion, el LDLR retorna a la superficie
celular. Dicho mecanismo conduce a niveles altos de LDLR en la superficie celular, porque,
el LDLR puede reciclarse de nuevo a la superficie después de la entrega de particulas de c-
LDL a endosomas acidos (Seidah et al. 2014). La actividad del receptor de lipoproteinas de
baja densidad (LDLR) en el higado es el principal determinante de las concentraciones

plasmaticas de c-LDL.

Es asi que la inhibicion de PCSK9 reduce la degradacion del LDLR siendo beneficioso para
regular el metabolismo del colesterol y prevenir las ECV. Los inhibidores de PCSK9 han
surgido como tratamientos para pacientes dislipidémicos, particularmente en aquellos que
son intolerantes a las estatinas o tienen dislipidemia severa y se puede recetar como un
complemento a la terapia con estatinas en personas con hipercolesterolemia grave que no
han alcanzado objetivos deseables de c-LDL (Lin et al. 2018). Dado que los inhibidores de
PCSKO9 podrian mejorar las terapias dislipidémicas actuales, en condiciones experimentales

la administracion del extracto etanolico de hojas de guandbana podria ser una alternativa.
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Inhibidores de PCSK9 logran reducciones de c-LDL en niveles superiores al 50 por ciento
(ACC/AHA). La ACC/AHA (2020) explica que los flavonoides, son inhibidores de PCSK9,
al inhibir el marcaje de los receptores de LDL para su degradacion, lo que prolonga la
actividad del receptor de LDL en la membrana celular, es asi que se podria recomendar en
casos de hiperlipidemia, porque reducen el c-LDL entre un 50 a 60 por ciento. Las
intervenciones dirigidas a PCSK9 pueden conducir a una reduccion significativa del c-LDL

plasmatico y, posiblemente, del riesgo cardiovascular (Lin ef al. 2018).

De acuerdo a Lopez et al. (2013) el efecto de atorvastatina en los lipidos es disminuir el c-
LDL en 18-50 por ciento, mientras que, segin la AEMPS (2020) report6 reducciones en las
concentraciones de c-LDL 41-65 por ciento con maximas dosis, es importante mencionar
que la terapia con estatinas disminuye las concentraciones de c-LDL y aumenta los niveles
de PCSKO9. La tasa de aumento en los niveles de PCSK9 varia dependiendo de la dosis de
estatinas y la duracion del tratamiento (Caresky et al. 2008). La elevacion en los niveles de
PCSK9 disminuye atin mas el numero de receptores de LDL, reduciendo asi la eficacia de
las estatinas. Esta puede explicar por qué la mayor parte de la reduccién de c-LDL se logra
con la dosis inicial de una estatina determinada y por qué duplicar la dosis de la estatina solo
reduce modestamente las concentraciones de c-LDL. Caresky et al. demostraron que la
atorvastatina reduce significativamente el nivel de c-LDL en un 42 por ciento debido al
aumento de los niveles de PCSKO9, esta podria ser una explicacion de que en el presente

estudio se logré reducir un 40 por ciento, similar a lo reportado en los estudios mencionados.

Para la variable c-HDL no hubo diferencia significativa entre el grupo T1(control positivo)
y T4 (farmaco atorvastatina). En cuanto al firmaco hipolipemiante atorvastatina (T4)
presentd bajos valores de c-HDL al igual que el T1 (control positivo) no llegando alcanzar
los valores normales para ratas. Por otro lado, la ingesta del extracto etandlico de hojas de
guandbana a diferentes dosis (250 y 500 mg/kg respectivamente) influye de manera
significativa en la elevacion de c-HDL, siendo la dosis de 500 mg/kg la que presenté mayor
valor de c-HDL. Ademas, el extracto etanolico a una dosis de 250 mg/kg alcanz6 los valores
normales de c-HDL al igual que el TO (control negativo). Se pudo apreciar un aumento de
22 y 41 por ciento de dicho pardmetro respecto al control positivo, luego de la administracion
de 250 y 500 mg/kg de extracto etandlico de hojas de guanabana, respectivamente. El

incremento de c-HDL podria estar explicado por la movilizaciéon de colesterol de tejidos
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extrahepdaticos al higado donde es metabolizado, gracias al efecto de los flavonoides, tal
como se demostro en los estudios de Arbayza (2007) y de Majithiya et al. (2004). En el
estudio de Ha et al. (2015) se observd mayor expresion del gen ABCA 1, cuya funcion es
transportar principalmente colesterol y fosfolipidos a través de membranas, asi como la
formacion de c-HDL. La expresion de apo Al y apo All y de transportadores de colesterol,
es asociada con un aumento del c-HDL vy el transporte reverso de colesterol. Por otro lado,
el aumento de la actividad de la lipasa hepatica (LH) se asocia a niveles plasmaticos mas
bajos de c-HDL, tal como se manifestd en el T1. Mientras que, la reduccion de la lipasa
hepética, ocasiona mayor actividad de la LCAT y por consiguiente el incremento de
lipoproteinas de alta densidad (c-HDL) en sangre. El posible mecanismo de accion por el
cual estos alimentos con contenido de flavonoides podrian incrementar el contenido de c-
HDL en sangre residiria en que los flavonoides estan ligados a la reduccion de la oxidacion
de c-LDL, debido a sus funciones antioxidantes y funciones antinflamatorias, logrando en
consecuencia un posible incremento del colesterol antagonico, en este caso del c- HDL y
consecuentemente una disminucion en la probabilidad de sufrir enfermedades
cardiovasculares. Se afirma que por cada incremento de 1 mg/dl de c-HDL puede producirse
un descenso de hasta un 3 por ciento en la incidencia de riesgo cardiovascular (Ha et al

2015).

Respecto a atorvastatina se ha reportado aumentos variables en el c-HDL. Es asi que en el
estudio de Lopez et al. (2013) se observd aumento del 5 al 15 por ciento c-HDL, en el

presente estudio se obtuvo un aumento del 5 por ciento en los niveles de c-HDL.

De todos los tratamientos, para la variable c-VLDL fue el T3 (12.6 mg/dl) el que present6 el
valor mas bajo, este valor llegd a ubicarse dentro de los valores limite para ratas, el cual es
de 12.08 -18.53 mg/ dl, de acuerdo a lo reportado por Ihedioha et al. (2013). En los
tratamientos TO, T2 y T4 no hubo diferencia significativa entre ellos. Los resultados
anteriores sugieren que el extracto etandlico de hojas de guanabana es capaz de restaurar, al
menos parcialmente, el catabolismo de B-lipoproteinas. El mecanismo fundamental de esta
actividad, se ha hipotetizado en muchos trabajos con otras plantas, a través de la restauracion
del catabolismo de c-VLDL debido a un estimulo incrementado de la actividad lipolitica de

la lipoproteina lipasa del plasma (Arbayza 2007).
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Por otro lado, una mayor absorcion y oxidacion de los acidos grasos celulares, junto a una
produccion mas baja de acidos grasos libres y TG, genera la disminucién de la sintesis de
lipoproteinas de muy baja densidad (c-VLDL). Marifios y Calderon (2014) indican que la
sintesis y secrecion de c-VLDL, lipoproteina rica en triglicéridos, estd estrechamente
relacionada con la sintesis de colesterol y la actividad HMG-CoAR. Asi, se ha demostrado
que disminucion de la secrecion de c-VLDL se acompafia de la disminucion en la actividad

HMG-CoAR.

Las estatinas también inhiben la secrecion de c-VLDL a través de una mayor degradacion
de apoB a través de su conocida capacidad para regular al alza la transcripcion del gen del
receptor de LDL, pero con tratamiento cronico de atorvastatina, no disminuye su tasa de
secrecion de apoB, de hecho, hay un aumento paraddjico en la secrecion de apoB (Twisk et
al. 2000). De acuerdo a Lopez et al. (2013), la administracion de atorvastatina produce una
disminucion de un 10-30 por ciento de c- VLDL, es asi que en el presente estudio se obtuvo

una reduccion del 16 por ciento.

4.4. COMPARACION DEL EFECTO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS
DE GUANABANA Y EL FARMACO HIPOLIPEMIANTE

La dosis de 250 mg del extracto etanolico de hojas de guanabana y atorvastatina presentaron
diferencias estadisticamente significativas en los valores de c-LDL y c-HDL. La
atorvastatina aumentd valores c-HDL, pero no fue significativo, por el contrario, tuvo
valores similares al T1 (control positivo). S6lo hubo un aumento del 5 por ciento cuyos
resultados coinciden con lo reportado por Lopez et al. (2013) de 5-15 por ciento. Por otro

lado, no eivdenciaron diferencias estadisticamente significativas en COL, TG y c-VLDL.

Como se esperaba la atorvastatina disminuy6 significativamente los niveles circulantes de
COL y c-LDL, los cuales son los blancos principales sobre los que actua. En la presente
investigacion se observé una disminucion del 20 por ciento de COL y del 40 por ciento en

los niveles de c-LDL.

Dentro del grupo de las estatinas, la atorvastatina, es la mas administrada en todo el mundo

tiene diversos estudios que comprueban su efectividad con las ECV (Jiménez y Herrera
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2017), ademas de ayudar a la reduccion del colesterol plasmatico hasta un 50 por ciento

(Echeverry y Melgarejo 2016).

Conocer los beneficios de las plantas naturales con fines terapéuticos como una alternativa
en el tratamiento de las enfermedades y afecciones causadas por dislipidemia no ha perdido
su valor en el mundo entero, por el contrario hay muchos investigadores que buscan
implementar la medicina tradicional con estudios cientificos para asi aprovechar los
metabolitos secundarios de las plantas y ayudar a todas las personas en el mundo los cuales
muchos de ellos tienen dificil acceso a los hospitales en zonas alejadas, el alto costo
econdmico, reacciones adversas, la resistencia a los tratamientos farmacolégicos, etc. Los
resultados de la presente investigacion podrian ser beneficioso para la poblacion en general,
como también para que los productores, quienes puedan dar un valor medicinal a su cosecha,
especialmente en los departamentos donde se cultiva tal planta como es el caso de Loreto,
San Martin, Ucayali, Cajamarca, Trujillo, Lambayeque, la Libertad, Junin, Ica y Lima.
Ademas de aportar bases cientificas que contribuyen a futuras investigaciones relacionadas
con el tema del uso eficaz y seguro de las hojas de guanabana. Hay muchas plantas que
requieren nuestra atencion que no han sido estudiadas por completo y se ignoran su actividad
terapéutica principal y no debemos olvidarlas. Debido a los efectos secundarios de los
farmacos y la tendencia social hacia las medicinas a base de hierbas, esta justificado
proponer nuevos remedios a base de hierbas para la prevencion de enfermedades

cardiovasculares (Ghasemiyanpour et al. 2017).

Las hojas de guanabana puede ser una opcidn para el tratamiento de dislipidemia dado que
disminuyo significativamente COL, TG, c-LDL y ¢c-VLDL e inclusive increment6 c-HDL.
La explicacion a ello, es la capacidad antioxidante de los componentes bioactivos
encontrados en mayor proporciéon como son los compuestos fendlicos y flavonoides (tipo
antocianidinas, antraquinonas) reportados en la identificacion cualitativa del analisis
fitoquimico (Anexo 2), ademas el contenido de flavonoides en el extracto etanolico de hojas
de guandbana fue de 1.55 mg quercetina / g (Anexo 2), es asi que, mediante estos analisis se
determind la presencia de flavonoides, ya que segun la literatura es el compuesto bioactivo
que tiene como efecto mejorar el perfil lipidico en hiperlipidemia. Los flavonoides tienen un
papel importante al mejorar el perfil de lipidos en suero y probablemente mejorar la
degradacion de c-LDL (Pifia 2016). El efecto hipolipemiante de los flavonoides es debido a

sus propiedades antioxidantes, quelar iones metéalicos transitorios, inhiben oxidasas,

40



estimulan enzimas, prevenir la agregacion plaquetaria y de proteger a las lipoproteinas de
baja densidad de la oxidacion (Unnikrishnan et al. 2014). El flavonoide quercetina, es el
principal flavonoide que inhibe la oxidacion y la citotoxicidad de las c-LDL (Unnikrishnan
et al. 2014). La quercetina tiene la capacidad de reducir el riesgo cardiovascular, disminuir
la presion arterial, el colesterol total e incrementando el c-HDL (Arias 2015). Ademas,
cuando existe una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales
libres, el potencial antioxidante disminuye, lo que induce estrés oxidativo. El estrés
oxidativo puede agravar el aumento de la oxidacion de las lipoproteinas, la activacion de
sefiales proinflamatorias y la inactivacion de enzimas antiaterogénicas, prostaciclina sintasa
y oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS). La quercetina es un potente antioxidante al
eliminar directamente ROS y radicales libres. Ademads, la quercetina también activa la
funcién de las enzimas antioxidantes. Quercetina, este flavonol, podria revertir la expresion
de genes desregulados implicados en la funcion hepatica del metabolismo de lipidos (Wang

et al. 2020).

En el estudio realizado por Rojas y Calderén (2014) al brindar extracto alcohdlico de hojas
de hinojo se observd reducciones de COL, TG, c-LDL, c-VLDL y aumenté c-HDL, ello
debido a la alta cantidad de flavonoides como quercetina, indican que la quercetina produce
una disminucién en la presion arterial (efecto antihipertensor) administrado por via oral,
tienen efectos antitrombotico a través de la vasodilatacidn y las propiedades antiplaquetarias.
La dosis de 500mg/Kg del extracto etandlico ocasion6 la mayor reduccion de COL, TG, c-
LDL y c-VLDL y mayor aument6 de c-HDL, indicdndose mayor efecto en contraste con el

farmaco hipolipemiante.

También se observo reducciones significativas en los niveles de COL, TG, c-LDL y un
aumento considerable en c-HDL tras la administracion del extracto de hojas de chirimoya
en dosis de 250 y 500 mg/Kg en ratas hiperlipidémicas inducidas experimentalmente,
asimismo se redujeron significativamente indices coronarios de c-LDL/c-HDL y TG/ c-HDL
dependiente a la dosis administrada, evidencidndose un mayor efecto con la mayor dosis,
demostrandose asi el efecto hipolipemiante (Verma et al. 2011). Cabe resaltar que se
obtuvieron resultados similares con el presente estudio, donde se observo una elevacion del
c-HDL en 23 y 39 por ciento con las dosis de 250 y 500 mg/Kg respectivamente del extracto
de hojas de chirimoya mientras que en la presente investigacion fue ligeramente mayor con

la administracion de extracto etanolico de hojas de guanabana se encontrd incremento de 22
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y 41 por ciento en los niveles de c-HDL, resulta importante tener mayores valores en c-HDL
dado que existe una relacion inversa entre el nivel de c-HDL y la enfermedad coronaria, por

el contrario, el aumento de c-LDL aumenta el riesgo de desarrollar aterosclerosis.

Por ende, el principal motivo de tratar la hiperlipidemia es disminuir el riesgo de la patologia
cardiovascular, por ello, es fundamental tratar a los pacientes que tienen elevacion de

lipoproteinas c-LDL.

4.5. INDICE DE RIESGO CORONARIO

Con los valores del perfil lipidico de los 5 grupos de estudio se hall6 el indice COL/c-HDL,
c-LDL/c-HDL y TG/c-HDL como se observa en la Tabla 3, los cuales son usados como
marcadores de riesgo cardiovascular, son mejores predictores de ECV que los pardmetros
lipidicos. Cuanto mayor sea el indice, la aparicion potencial de aterosclerosis y la prevalencia
de enfermedades cardiovasculares también es mayor (Nailis et al. 2017). Al analizar estos
valores se observd que la administracion de glutamato monosodico ocasiond un mayor
cociente de lipidos y lipoproteinas llegando a 2.93, 1.43 y 2.47, COL/c-HDL, ¢-LDL/c-HDL

y TG/c-HDL, respectivamente, siendo significativo en cada uno de ellos.

Tabla 3: indice de riesgo coronario en ratas con hiperlipidemia inducida tras la

administracion de tratamientos

Tratamiento (T)

INDICE TO T1 T2 T3 T4
COL/c-HDL 1.88¢ 293* 190° 1514 223°
c-LDL/c-HDL 0.56° 143* 057°¢ 029¢ 083°
TG/c-HDL 1.57¢  247*  164°¢ 1.12¢  201°

abed Letras distintas como superindices dentro de una fila indican diferencias significativas (p<0.05). *T0:
Control negativo, T1: Control positivo (GMS); T2: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana (250
mg/kg); T3: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana (500 mg/kg); T4: GMS + Atorvastatina

La administracién del extracto etanolico de hojas de guanabana redujo el indice de riesgo de
cardiopatia coronaria, dependiente de la dosis, principalmente mediante el aumento del nivel
de c-HDL. Dado que c-HDL ejerce parte de su efecto antiaterogénico al contrarrestar la
oxidacion de c-LDL, también que c-HDL promueve la via inversa de transporte de

colesterol, en la que c-HDL induce una salida de exceso de colesterol celular acumulado e
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impide la generacion de una c-LDL oxidativo. Ademas, c-HDL inhibe la oxidacion de c-
LDL por transicion iones metalicos, sino que también previene la formacion de
hidroperéxidos de lipidos mediada por 12-lipoxigenasa (Nailis et al. 2017). Con respecto a
la administracion de 500 mg/Kg del extracto etandlico de las hojas de guandbana logré una
mayor una reduccion en los tres pardmetros con una diferencia significativa (p<0.05) al
compararlo con el control positivo indicandonos menor riesgo cardiovascular tal como se

observa en la Figura 4.
El indice de riesgo coronario se vio afectado por el contenido de c-HDL. A mayor nivel de
c-HDL menor serd el valor del indice de riesgo coronario, por lo que el riesgo de

ateroesclerosis sera menor, indicando su prometedor potencial protector contra las

enfermedades cardiovasculares.
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Figura 4. Indice de riesgo coronario tras la administracion de tratamientos en ratas

con hiperlipidemia inducida

@be - Barras con letra distinta indican diferencias significativas (p<0.05).

*T0: Control negativo, T1: Control positivo (GMS),; T2: GMS + extracto etandlico de hojas de guanabana
(250 mg/kg); T3: GMS + extracto etandlico de hojas de guandabana (500 mg/kg),; T4: GMS + Atorvastatina

La Tabla 2 mostré que el nivel de c-HDL en ratas que recibieron GMS durante 30 dias es
mas bajo (40.1 mg/dl) y causa el mayor indice aterogénico. Por lo tanto, se debe hacer un
esfuerzo para reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares mediante la regulacion del

colesterol, uno de ellos podria ser haciendo el uso de hojas de guandbana. Se esperaria que
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las hojas de guandbana desempefien un papel antiaterogénico a través de la inhibicion de la
oxidacion de c-LDL, asi como la elevacién del c-HDL.

Céardenas (2019) en un tratamiento de 4 semanas con GMS aumenté COL, TG y c-LDL y
respecto a los cocientes lipoproteicos (CT/c-HDL, c-LDL/c-HDL y TG/c-HDL) se
encontraron mayores valores en el tratamiento que recibi6 GMS siendo significativo en c-
LDL/c-HDL en comparacion con los demas tratamientos.

En el estudio realizado por Yokozawa et al.(2006), encontraron que el indice COL/c-HDL
en ratas normales es de 1.6, dicho valor es similar a lo reportado en la presente investigacion,

el cual fue de 1.9.

Por otro lado, los niveles de COL y c-LDL se correlacionan positivamente con el indice de
riesgo coronario, mientras que los niveles de c-HDL se correlacionaron negativamente. La
Tabla 2 muestra que las ratas que recibieron la mayor dosis del extracto etanolico de hojas
de guanabana tuvo el COL maés bajo (85.3 mg/dl) y c-HDL mas alto (56.6 mg/dl), por lo que

el indice se redujo significativamente indicando que el riesgo de ateroesclerosis es menor.

El c-LDL también es el objetivo principal de la terapia de reduccion del riesgo de cardiopatia
coronaria. Ademas, las elevaciones en los niveles de ¢c-VLDL e c-IDL también son factores
de riesgo de ECV, reducir el colesterol sérico y c-LDL puede reducir significativamente los
eventos de riesgo cardiovascular. Cuando hay exceso de c-LDL en la sangre, se deposita en
las paredes de los vasos sanguineos y se convierte en un componente importante de la placa
ateroesclerotica. Por lo tanto, la concentracion de c-LDL en suero debe utilizarse como base
para iniciar y controlar el tratamiento de pacientes con niveles elevados de colesterol en

sangre y el proceso patologico podria ser revertido reduciendo el nivel de c-LDL en suero.

La administracion de extracto etandlico de hojas de guanabana inhibi6 la oxidacion de c-
LDL, que es un paso clave en la progresion aterosclerdtica debido a la actividad antioxidante
endogena elevada. Los animales tratados con atorvastatina, no mostraron diferencia
significativa con el control negativo (TO0), tal como se aprecia en la Figura 4. Los resultados
citados en lineas previas estdn relacionados a los compuestos bioactivos presentes en las

hojas de guanédbana el cual presenta polifenoles entre ellos los flavonoides.
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V. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales en que se llevo a cabo el presente estudio en ratas

albinas Wistar hiperlipidémicas se concluye:

1. El peso corporal, ganancia de peso y consumo de alimento fue afectado significativamente

con la dosis de 500 mg/kg de extracto etandlico de hojas de guanabana.

2. La administracion de 250 mg/kg de extracto etanolico de hojas de guanabana presentd un
efecto similar al fAirmaco utilizado en el tratamiento convencional para pacientes con

dislipidemias, a excepcion de valores c-HDL.

3. La administracion de 500 mg/kg de extracto etanodlico de hojas de guandabana mostro
mayor disminuciéon en los niveles de TG, COL, ¢c-LDL y ¢-VLDL, asi como reducir
significativamente el indice de riesgo de cardiopatia coronaria, ademds de incrementar los

niveles de c-HDL en comparacion con los demads tratamientos.



VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo con los resultados obtenidos se recomienda:

1.

Continuar los estudios evaluando la actividad hipolipemiante del extracto etanolico
de hojas de guanabana a mayores dosis que las administradas y con un periodo de

tiempo mayor.

Estudiar el tejido hepatico a nivel histopatolégico para evaluar el papel de los

metabolitos secundarios contenidos sobre la deposicion de lipidos a este nivel.

Realizar la medicioén de enzimas involucradas en el metabolismo de grasa, asi como

la expresion de factores de transcripcion adipogénicos como PPAR y y SREBP.

Evaluar el efecto del extracto etanolico de hojas de guandbana sobre la saciedad
realizando analisis de leptina, grelina u otros reguladores de la saciedad en el

hipotalamo.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1. Composicion de la dieta estandar para ratas

PPAB-UNALM Porcentaje
(por ciento)

Materia seca 88.33
Proteina 20.00
Fibra 3.47
Grasa 7.48
Lisina 1.05
Metionina 0.51
Met-cys 0.86
Arginina 1.18
Treonina 0.77
Triptéfano 0.28
Glicina 0.86
Gli-Ser 1.86
Histidina 0.52
Leucina 1.72
Isoleucina 0.84
Fenilalanina 0.97
Phe-Tyr 1.82
Valina 0.97
Fosf. Total 0.50
Fosf. Disponible 0.20
Calcio 0.60
Sodio 0.08
Acido linoleico 3.70

Fuente: Planta Piloto de Alimentos Balanceados (s.f.)




Anexo 2. Caracterizacion del extracto etandlico de hojas de guaniabana

Ensayo de solubilidad

Se utilizaron solventes de menor a mayor polaridad, siendo estos: éter de petroleo,
cloroformo, butanol, etanol, metanol y agua destilada. Es asi que de manera secuencial se
etiquetaron y ordenaron los tubos de ensayo con los nombres de los solventes de diferente
polaridad. Posteriormente, se introdujo a cada tubo de ensayo 20 mg del extracto etandlico
del polvo de hojas de guandbana ademas a cada tubo se afiadié 1mL de solvente. Se agitd
cada tubo de ensayo y se procedio a observar los resultados de solubilidad por un tiempo
maximo de 10 minutos (Rengifo 2018).

Fueron expresados: -: Insoluble, +: Poco soluble, ++: Soluble, +++: Muy soluble

De esta manera se determind que el extracto etanolico del polvo de hojas de guandbana
presentd mayor afinidad a solventes polares como son el etanol y metanol. Por otro lado, es

insoluble en disolventes no polares como en este caso es el éter de petrdleo.

Resultado
Solucion
Intensidad Indica
1. Agua destilada + Poco soluble
2. Etanol +++ Altamente soluble
3. Metanol ++ Moderadamente soluble
4. Butanol + Poco soluble
5. Cloroformo + Moderadamente soluble
6. Eter de petroleo - Insoluble

Es asi que se comprueba que los flavonoides al ser polares son solubles en solventes de la
misma polaridad en este caso es mas soluble en etanol. De acuerdo a Veldzquez y Cassé
(2020) al realizar la comparacion entre la bioactividad de extractos etanolicos y extractos
acuosos de hojas de guanabana, se muestra que extracto etanolico es 4 veces mas activo que
extracto acuoso, para explicar tal resultado, se plante6 la hipdtesis de que el alcohol etandlico
solubiliza una variedad mas amplia de fitocompuestos que el agua, algunos de los cuales,
como las acetogeninas y flavonoides. Asi mismo, Vit et al. (2014) reportaron mayores

cantidades de flavonoides y polifenoles cuando se usa etanol como solvente.

59



Analisis fitoquimico

Meétodo cualitativo para la deteccion de metabolitos secundarios como son flavonoides,
taninos, alcaloides, saponinas, entre otros. Se utilizé 1 mg del extracto etanolico de hojas de
guandbana y se adicionaron solventes organicos de diferentes polaridades y de acuerdo a la
aparicion de alguna coloracién, turbidez o precipitado se determind su presencia. Fueron
expresados de la siguiente manera: Poca cantidad (+), Regular cantidad (++), Abundante

cantidad (+++) (Colina 2016).

METABOLITOS RESULTADOS
SECUNDARIOS
Compuestos fenolicos +++ Aumentada presencia
Flavonoides +++ Aumentada presencia
Antocianidinas +++ Aumentada presencia
Antraquinonas +++ Aumentada presencia
Taninos ++ Moderada presencia
Quinonas +++ Aumentada presencia
Alcaloides ++ Moderada presencia
Esteroides y triterpenos - Ausencia
Saponinas - Ausencia

Se realiz6 la identificacion cualitativa de metabolitos secundarios en el extracto etandlico de
hojas de guandbana donde se evidencié mayor proporcion de alcaloides, taninos, compuestos
fendlicos y flavonoides (tipo antocianidinas, antraquinonas). De esta manera al realizar el
analisis fitoquimico se corrobora cualitativamente la presencia de flavonoides, ya que segiin
la literatura es el compuesto bioactivo que tiene como efecto mejorar el perfil lipidico en
hiperlipidemia. Dado que los flavonoides, al presentar un gran nimero de grupos hidroxilo,
son considerados metabolitos polares, debido a ello son solubles en solventes de la misma
polaridad como es el etanol, es por ello que se muestran abundantes en extractos alcohdlicos.
En el caso de saponinas, esteroides y triterpenos, se observd poca presencia debido a su
caracter apolar. Estos resultados concuerdan con lo reportado en las especies de la familia
de las Annonaceas a la cual pertenece Annona muricata L. (Alonso 2004). Asimismo,
Salinas (2011) encontr6 mayor presencia de flavonoides (tipo antocianidinas,
antraquinonas), alcaloides, taninos. Por su parte, Palomino (2007) también encontrd

ausencia de saponinas en el extracto etandlico de hojas de guanabana.
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Determinacion de flavonoides

El contenido de flavonoides se determino con el método de tricloruro de aluminio, utilizando
como estandar la quercetina. La reaccion de cloruro de aluminio, se la utiliza para la
determinacion de los flavonoides totales, se fundamenta en la formacién de complejos
estables en el C4 y con los grupos hidroxilos del C3 y C5 de flavonas y flavonoles. Se mide
en longitudes de ondas y absorbancia altas, impidiendo la interferencia de otras sustancias
fenolicas, el método es exacto lo que proporciona pequetias desviaciones, a diferencias de

otras pruebas.

Complejo flavonoide -Al

Para la determinacion del contenido de flavonoides a cada 100 pL. de muestra diluida en una
solucion de etanol 96°, se adicionaron 100 uL de tricloruro de aluminio y 800 uL de agua,
se homogenizo y se dejo reposar por unos 30 minutos en oscuridad. Luego, se procedio a la
lectura de la absorbancia a 420 nm con el espectofotometro Genesys 150 UV-Vis. El
contenido de flavonoides se estimd a partir de una curva estandar elaborada con una solucion
de quercitina como patron (Anexo 4). Los resultados fueron expresados como mg de
quercitina por gramo de muestra.

Dada la importancia del contenido de flavonoides por su poder antioxidante en
hiperlipidemia, al estar relacionados a brindar un mejor perfil lipidico, fue necesario
determinar su presencia cuantitativamente es asi que en el extracto etandlico se reportaron

1,55 mg de quercetina por gramo de muestra.

Cuantificacion de flavonoides totales

DETERMINACION CONCENTRACION

FLAVONOIDES TOTALES EXPRESADOS COMO 1.55
QUERCETINA ( mg quercetina / g muestra)
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Anexo 3. Curva estandar de flavonoides

Curva de calibracion de Quercetina
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Anexo 4. Peso corporal al inicio y final de la administracion de tratamientos

TRAT | PESO PESO GANANCIA DE
INICIAL FINAL PESO
TO 330 371 41
TO 337 380 43
TO 315 353 38
TO 331 368 37
TO 318 365 47
TO 326 374 48
TO 344 382 38
Tl 332 386 54
Tl 317 368 51
Tl 340 390 50
Tl 320 379 59
Tl 328 382 54
Tl 350 394 44
Tl 334 388 54
T2 336 374 38
T2 326 361 35
T2 338 377 39
T2 329 369 40
T2 347 380 33
T2 332 367 35
T2 329 375 46
T3 328 364 36
T3 317 345 28
T3 341 372 31
T3 335 368 33
T3 322 346 24
T3 336 359 23
T3 329 361 32
T4 333 375 42
T4 309 354 45
T4 339 382 43
T4 325 374 49
T4 345 386 41
T4 320 368 48
T4 334 366 32
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Anexo 5. Perfil lipidico tras la administracion de tratamientos

SERVICIOS MEDICOS GENERALES Y ESPECIALIZADOS
DR. LEONARDO CHIRINOS RAMOS

Atencion: Lunes a sabado 7:00 am a 7:00 pm
Av. Goyeneche 211- Cercado Tel.235622
CMP. 14307 - RNE 7578

SOLICITANTE : KAREN VERONICA AYALA HUAMAN

MUESTRA : SANGRE DE RATA

N° DE MUESTRAS 135

CANTIDAD RECIBIDA :3ml

FECHA DE ENTREGA :01-04-2020

ANALISIS REALIZADOS : PERFIL LIPIDICO
N° | COLESTEROL | TRIGLICERIDOS LoL HDL ViDL

{mg/dl) (mg/d)) {mg/dl) (mg/dl} | (mg/dI}

1 95 85 32 46 17
2 125 112 61 42 22
3 96 83 28 51 17
4 91 57 15 65 11
5 95 86 37 41 17
6 86 70 27 45 14
7 113 95 55 39 19
8 84 78 25 43 16
9 83 64 14 56 13
10 106 83 38 51 17
11 94 65 30 51 13
12 116 89 55 43 18
13 90 88 24 48 18
14 79 60 16 51 12
15 87 92 32 37 18
16 90 80 26 48 16
17 117 98 57 20 20
18 93 76 31 47 15
19 50 52 21 59 10
20 85 77 30 20 15
21 87 72 2 49 14
n 109 91 55 | 3 | 18
23 87 79 3 48 16
24 82 69 14 54 14
25 91 88 34 39 18
2% 101 81 29 56 16
27 120 108 59 39 22
28 99 &4 30 52 17
29 88 73 18 55 15
30 100 80 a1 13 16
31 91 84 25 49 17
32 121 99 59 42 20
33 101 72 EE] 54 14
34 84 63 15 56 13
35 88 76 30 43 15

Métado enzimaético: Analizador de quimica clinica Mindray Bs-200E
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de COL, TG, ¢-LDL, c-HDL

o7

macion
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Anexo 7. Fotografias

Obtencion del extracto etanoélico de hojas de guanabana
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Anexo 8. Constancia de uso de bioterio

Universidad Catdlica
17 | de Santa Maria

CONSTANCIA

Expediente N:  E-088648 Salida N*: 20200003-V

La quesuscribe, directora de la Coordinacion de Laboratorios y Gabinetes de la Universidad Catélica de
Santa Maria

HACE CONSTAR que, el(la) sefior(ita):

KADREN VERONICA AYALA HUAMAN

Ha hecho uso del bioterio y animales de experimentacion para elaboracién de la tesis:

“INFLUENCIA DEL CONSUMO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE GUANABANA
(ANONA MURICATA L) SOBRE EL PERFIL LIPIDICO EN RATAS HIPERLIPIDEMICAS.

Se expide la presente a solicitud del interesado (a)

AREQUIPA, viemes, 23 de Octubre de 2020

Dra. Jesiis Maria Zambrano Salas de Calle

Directora de la Coordinacién de Laboratorios y
Gabinetes

Campus certral: Urb, San kosé s/n Umacclio. Arequipa - Peni
(+511 054 - 382038
ucsmEucsm. edit_pe
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